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ABREVIATIONS 
A 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
AKT : Alpha serine/threonine-protein kinase 
ANG2 : Angiotensine 2 
APC : Adenomatous polyposis coli 
AREG : Amphireguline 
ARN : Acide Ribonucléique 
ATP : Adénosine TriphosPhate 
 
B 
Bcl2 : B-cell lymphoma 2 
 
C 
CIN : Chromosomal INstability 
CRC : Cancer ColoRectal 
 
F 
FGF : Fibroblast Growth Factor 
FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor 
FLK-1 : Fetal Liver Kinase 1 
FLT-1 : Fms-reLated Tyrosine Kinase 1 
FLT-4 : Fms-reLated Tyrosine Kinase 4 
FUTP : Fluoro-Uridine TriPhosphate 
 
M 
MSI : MicroSatellite Instability 
MSS : Microsatellite Stability 
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N 
NRP : Neuropilin 
NSCLC : Non Small Cell Lung Cancer 
 
O 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
OS : Overall Survival 
 
P 
PDGF : Platelet Derived Growht factor 
PFS : Progression Free Survival 
 
T 
TKI : Tyrosine Kinase Inhibitor 
 
V 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR : VAscular Endothelial Grotwh Factor Receptor 
 
W 
Wt : Wild type 
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 CONTEXTE SCIENTIFIQUE 
Ce mémoire de thèse synthétise les travaux réalisés sous la direction 
scientifique du Docteur Annette Kragh Larsen, au sein du Centre de Recherche Saint 
Antoine, dans le laboratoire « Biologie et Thérapeutique du Cancer » de l’unité 
INSERM U938. 
Chaque année, on dénombre plus d’un million de nouveaux cas de cancer 
colorectaux dans le monde. Le cancer colorectal, tous sexes confondus, est au 
premier rang des cancers en France et représente un véritable enjeu de santé 
publique. Si la chirurgie et la combinaison chirurgie-traitement adjuvant permettent 
de guérir les patients diagnostiqués pour un cancer localement avancé, les 
traitements par chimiothérapie administrés dans les cas de cancers colorectaux de 
stades avancés ont malheureusement une efficacité limitée. L’échec thérapeutique 
est en grande partie dû au développement d’une chimiorésistance par certaines 
cellules cancéreuses qui s’accompagne souvent d’un phénotype plus agressif. Des 
thérapies moléculaires plus ciblées ont été récemment développées pour traiter les 
CRC de stade avancé tout en limitant les effets délétères sur le reste de l’organisme. 
La néovascularisation est requise pour la croissance de la majorité des tumeurs 
solides et pour la dissémination des cellules tumorales sur des sites secondaires. Le 
VEGF-A ou VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est le principal médiateur de 
l’angiogenèse tumorale. Les cellules de cancer colorectal exprimé à la fois le VEGF 
et son récepteur le VEGFR. Deux agents dirigés contre le VEGF, le bevacizumab 
(avastin) et l’aflibercept (VEGF-Trap) sont approuvés pour le traitement de patients 
atteints de cancers colorectaux métastatiques. Ces agents montrent une excellente 
activité antitumorale chez certains patients tandis que d’autres y sont réfractaires 
pour des raisons encore mal comprises. 
Le but de ma thèse a été de caractériser l’influence de la signalisation VEGF, 
particulièrement de la signalisation autocrine sur la biologie et la 
sensibilité/résistance aux drogues des cellules de cancers colorectaux. Plus 
spécifiquement, les objectifs étaient 1) de caractériser l’impact de la signalisation 
autocrine VEGF dans des modèles de cancer colorectal avec une résistance 
naturelle au bevacizumab, 2) de déterminer si un inhibiteur EGFR peut augmenter 
l’activité du bevacizumab. 
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Avant d’exposer les résultats obtenus au cours de ma thèse, je commencerai 
par introduire dans les premiers chapitres les différents types de cancers colorectaux 
ainsi que la diversité de leur traitement. Nous nous intéresserons par la suite au 
phénomène de l’angiogenèse pour détailler les signalisations VEGF(R) et EGFR.  
Les résultats de mes travaux apparaissent dans ce manuscrit sous forme 
d’articles. Les différents autres projets auxquels j’ai participé et qui ont fait l’objet de 
publications, apparaitront en annexe, à la fin de ce mémoire. 
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CHAPITRE 1 LE CANCER COLORECTAL 
I- EPIDEMIOLOGIE 
Le cancer est une cause majeure de décès dans le monde puisque huit 
millions de personnes en meurent chaque année (Données American Cancer 
Society, 2013). D’après les différentes prévisions, la mortalité liée au cancer devrait 
atteindre les 13,1 millions en 2030. Le Cancer ColoRectal (CRC) est le troisième 
cancer le plus fréquent chez l’Homme (Tableau 1) et la deuxième cause de mortalité 
en France (Données INCa, 2013). Plus de 40000 nouveaux cas sont diagnostiqués 
chaque année. Les plus de 50 ans sont les plus touchés. L’âge moyen au moment 
du diagnostic est de 70 ans. 
Tableau 1: Incidence et mortalité estimées des cancers en France métropolitaine en 
2012 
Localisation Incidence (%) Mortalité (%) 
Prostate 15,0 6,0 
Sein 13,7 8,0 
Côlon-rectum 11,9 11,9 
Poumons 11,1 20,2 
Données : INCa 2013  
 
 En regardant l’évolution de l’incidence du cancer colorectal (Tableau 2), il est 
à noter que cette dernière n’a pas vraiment évolué ces dernières années. 
Tableau 2: Evolution du taux d’incidence du CRC de 1980 à 2012 
Année 1980 1990 2000 2005 2010 2012 
Homme 34,7 38,1 39,4 39,2 38,8 38,4 
Femme 23 24,5 24,6 24,3 23,9 23,7 
Données : INCa 2013 
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L’évolution de la mortalité (Tableau 3) quant à elle a grandement diminué 
depuis les années 1980 et notamment avec l’arrivée en 2004 de protocoles de 
chimiothérapies et des thérapies ciblées. 
Tableau 3: Evolution de la mortalité par CRC de 1980 à 2012 
Année 1980 1990 2000 2005 2010 2012 
Homme 19,9 18,2 16 14,9 13,8 13,3 
Femme 12,5 10,6 9,2 8,6 8,1 7,9 
Données : INCa 2013 
 
Le CRC est globalement un cancer de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué 
précocement [1]. En revanche, un diagnostic établi 5 ans après le développement de 
cellules cancéreuses fait diminuer les chances de survies à 56%. 
II- DEFINITION, SYMPTOMES, FACTEURS DE RISQUES ET 
DIAGNOSTIC 
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le cancer comme un terme 
général appliqué à un ensemble de maladies pouvant toucher n’importe quelle partie 
de l’organisme. Le cancer est une structure où le nombre de cellules tumorales en 
prolifération est plus important que le nombre de cellules tumorales en état de mort 
cellulaire. 
Le cancer colorectal est un cancer se développant dans le gros intestin ou 
côlon. Le côlon est un segment du tube digestif qui se divise en plusieurs parties 
successives : le caecum, le côlon ascendant, le côlon transverse, le côlon 
descendant et le côlon sigmoïde (Figure 1). Sa fonction principale est l’absorption 
hydrique et l’élimination des résidus alimentaires. Il mesure environ 1,5 mètre de 
long pour 7cm de diamètre. 
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 D’un point de vue structurel, cet organe est composé de quatre tuniques 
différentes (Figure 1). La muqueuse contient un épithélium présentant de 
nombreuses cellules calciformes qui s’invaginent sous forme de cryptes appelées 
crypte de Lieberkühn. La sous-muqueuse correspond à un tissu conjonctif dense où 
sont retrouvés plusieurs éléments dont le réseau vasculaire. La musculeuse est 
composée de deux couches distinctes et, contrairement à l’intestin grêle, est 
discontinue et composée de faisceaux épais isolés. Enfin, la séreuse, lisse et 
brillante, est constituée d’un mésothélium et d’un tissu conjonctif. 
    
Figure 1: Anatomie et structure du colon sain (d’après Colitis IQ) 
L’épithélium quant à lui est chargé de la fonction intestinale et est composé de 
deux types cellulaires : les cellules sécrétrices et les entérocytes. Parmi ces 
premières se trouvent les cellules calciformes, les cellules de Paneth et les cellules 
entéroendocrines. Ces cellules sécrétrices vont produire du mucus ainsi que des 
substances bactéricides et des hormones. Le deuxième type cellulaire épithélial, les 
entérocytes, va être impliqué dans l’absorption des nutriments. L’épithélium intestinal 
est structuré en cryptes où se divisent les cellules progénitrices, pouvant donner 
naissance aux différents types cellulaires. La prolifération ainsi que la différenciation 
cellulaire se fait le long de la crypte (Figure 2) [2], les cellules prolifératives se 
trouvant à la base et les cellules différenciées au sommet. 
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Figure 2: Structure de l'épithélium intestinal (Sancho, 2004) 
Dans 60 à 80% des cas, la formation d’un adénome (tumeur bénigne) sous 
forme de polypes ou de formes plates, peut mener à un cancer colorectal (Figure 3). 
La prolifération anarchique de cellules à l’origine du cancer se déroule dans la 
muqueuse du côlon, majoritairement dans le sigmoïde. La probabilité de 
transformation d’adénome bénin en adénome cancéreux dépend de nombreux 
facteurs (taille, degré de dysplasie…) et se fait sur une durée variable allant de 
quelques mois à plusieurs années.  
 
Figure 3: Anatomie et structure du côlon adénomateux (d’après Colitis IQ) 
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Plusieurs facteurs de risques de développement d’un cancer colorectal sont à 
noter. Parmi eux, on peut citer l’âge, les habitudes de vie et alimentaires, les MICI 
(Maladies Inflammatoire Chronique de l’Intestin), la présence de polypes ou des 
antécédents familiaux [3]. Il existe différents niveaux de risques de développement 
d’un CRC allant de moyen à très élevé : 
• Les personnes à risques moyens sont des hommes et des femmes âgés de 
plus de 50 ans. Tous les deux ans, cette population a la possibilité de se 
soumettre à un test de recherche de sang dans les selles. 
• Les personnes à risques élevés correspondent à une population ayant déjà eu 
un CRC ou un adénome dépassant la taille d’un centimètre. Sont aussi 
concernés les personnes ayant un membre apparenté correspondant aux 
mêmes critères ainsi que les personnes atteintes de MICI évoluant depuis 
plus de dix ans. Le suivi se fait alors par un examen coloscopique. 
• Les personnes à risques élevés présentant une polypose adénomateuse 
familiale ou un syndrome de Lynch. Le suivi se basera alors sur une 
consultation oncogénétique avec une réalisation de chromocoloscopie. 
Etant donné les multiples emplacements de développement du cancer, les 
symptômes et signes d’un cancer colorectal sont multiples. Néanmoins, une série de 
signes classiques est retrouvée :  
- des symptômes digestifs (une constipation, une perte d’appétit…) 
- des rectorragies 
- des anémies ferriprives 
- la présence d‘une masse à la palpation 
- un syndrome rectal (coliques) 
Plusieurs causes possibles sont à l’origine de l’apparition de polypes qu’elles 
soient génétiques, épigénétiques ou environnementales. Il est intéressant de savoir 
que statistiquement, environ 10% des polypes atteindront la taille de 1 cm et 25% 
d’entre eux évolueront en cancer d’ici 10 à 20 ans. Du côté du diagnostic, une 
campagne de dépistage a été lancée en 2006 par la mise à disposition du test 
Hemoccult qui aura pour but la recherche de sang dans les selles [4], suite aux 
lésions éventuelles des polypes présents. 
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Hemoccult ou Faecal Occult Blood Test (FOBT) est un outil diagnostic utilisé à 
l’échelle mondiale pour le dépistage du cancer de l’intestin [5, 6]. Ce test peut 
déceler la présence de sang dans les selles, ce qui peut correspondre à la présence 
d’une lésion au niveau du côlon. En pratique, il suffit d’étaler un peu de selles sur 
l’outil diagnostic et d’envoyer le test dans un laboratoire. Le test est basé sur la 
détection d’activité péroxydase dans le sang. Le péroxyde d’hydrogène va réagir 
avec l’hémoglobine (si présence dans les selles) ce qui aura pour conséquence une 
oxydation donnant une couleur bleue. 
En cas de test positif (présence de sang), un cancer du côlon est suspecté. 
Un examen clinique est alors réalisé (évaluation de l’état général, examen de 
l’abdomen…). La confirmation du diagnostic se fait par la pratique d’une coloscopie 
totale avec biopsie. Les marqueurs tumoraux sont ensuite dosés, notamment 
l’Antigène Carcino-Embryonnaire (ACE) ceci dans un intérêt pronostique. S’il est 
négatif, le test sera à refaire dans les deux ans.  
Cependant, la fiabilité de ce test est remise en cause depuis les années 2000 
par l’Académie de Médecine et de Pharmacie. En effet, la présence de sang ne 
signifie pas forcément la présence d’un cancer. D’autre part, il est possible que 
certains polypes ou cancers ne saignent pas au moment des prélèvements. 
L’alternative serait aujourd’hui un test immunologique qui serait plus précis quant à la 
quantification d’hémoglobine présente. Le Faecal Immunology Test ou FIT a été 
développé dans les années 1970 [7]. Le principe de ce test réside dans l’utilisation 
d’un anticorps marqué pouvant se lier à l’hémoglobine humaine. Il est en passe de 
remplacer l’Hemoccult [8]. 
III- ETIOLOGIE DES CANCERS COLORECTAUX 
L´oncogenèse colorectale est une séquence complexe d´évènements qui 
conduit à la transformation de la cellule épithéliale colique normale en cellule 
tumorale maligne dont la prolifération induit la croissance tumorale continue et 
l´apparition de métastases. Nous pouvons distinguer différents types de cancers 
colorectaux. Dans 20% des cas, les origines du cancer du côlon sont héréditaires. 
Elles se divisent entre un contexte familial dans 15% des cas et une prédisposition 
génétique dans les 5% restants (Polyposes adénomateuses familiale, HNPCC) [9]. 
Dans 80% des cas, ceux-ci sont qualifiés de sporadiques (mutation somatique 
provenant d’une altération de l’ADN).  
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1) CANCERS DU COLON HEREDITAIRES 
Anciennement appelé Syndrome de Lynch (LS), le cancer colorectal 
héréditaire sans polypose HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) 
représente 4 à 6% des CRC [10] et a été détecté pour la première fois en 1861 par 
Lynch et al. Les patients atteints de LS ont des changements moléculaires 
caractéristiques qualifiés initialement de phénotype d’erreur de réplications [11]. Ces 
changements caractéristiques sont maintenant appelés instabilité des microsatellites 
(MSI) et sont causés par une mauvaise réparation des mésappariements de l’ADN 
(MMR, MisMatchRepair) [12]. Ce syndrome survient à la suite de mutations 
autosomiques dominantes de gènes (MSH2, MSH6, PMS2, MLH1 et possiblement 
MLH3) qui codent pour des protéines impliquées dans le système MMR. Les 
mutations sont détectables par simple prise de sang. Lors d’une suspicion de 
Syndrome de Lynch, une analyse génétique moléculaire va ainsi évaluer l’instabilité 
de microsatellites. Une fois cela établi, nous chercherons à déterminer le gène muté 
et il sera alors possible de rechercher cette même mutation chez les personnes 
apparentées. 
La polypose adénomateuse familiale (FAP) est une maladie autosomique 
dominante caractérisée par la présence de centaines/milliers de polypes au sein du 
côlon ou du rectum (Figure 4). 
 
Figure 4: Formation de polypes dans le système digestif (Altafi, 2014) 
 
Elle reste une pathologie qualifiée de rare (1 à 2 % des CRC). Ces polypes 
évolueront au fur et à mesure de leur croissance en un cancer colorectal s’ils ne sont 
pas traités. Une intervention chirurgicale sera donc nécessaire dès l’apparition des 
premiers polypes. Cette maladie, héréditaire, survient à la suite de mutations 
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autosomiques dominantes dues particulièrement à la mutation du gène APC 
(Adenomatous Polyposis Coli) [13], un gène suppresseur de tumeurs. Tout comme 
son homologue le syndrome de Lynch, les mutations peuvent être diagnostiquées 
par simple prise de sang suivie d’analyse génétique moléculaire. 
2) CANCERS DU COLON SPORADIQUES 
CANCER MSI (MICRO SATELLITE INSTABILITY) 
Dans seulement 16% des cas, le processus de cancérisation aura pour origine 
une mutation des protéines impliquées dans les mécanismes de réparations. Il existe 
deux raisons majeures à ces mutations : 
- Une hyperméthylation et un silençage du gène MLH1 (75% des cas), 
- Une mutation de la polymérase ε (POLE) [14]. 
C’est ce que l’on appelle une instabilité micro satellitaire. Ces tumeurs sont 
généralement de meilleurs pronostiques que les tumeurs non MSI (appelé MSS : 
micro satellite stability) de part la faible probabilité d’apparition de métastases (Figure 
5) [15]. 
 
Figure 5: Survie globale sur 10 ans de la population pour un même traitement pour 
un cancer avec les statuts MSS ou MSI de la tumeur 
Le caryotype des cellules de cancer MSI est dit normal, on parle alors de 
diploïdie. La responsabilité de cette instabilité micro satellitaire vient du système de 
réparation MMR : MisMatchRepair. 
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 En temps normal, durant la synthèse de l’ADN, si certaines erreurs minimes 
telles qu’un mésappariement, une addition ou une substitution de bases se 
produisent, les enzymes du système MMR vont reconnaître le brin incorrect d’ADN 
pour tenter de réparer cette erreur. Dans le cas où ce système de réparation est 
défectueux, une accumulation d’erreurs se produit créant des fragments de 
microsatellite (séquences répétées d’ADN). Dans les cancers colorectaux MSI, on 
observe une perte d’expression des protéines MSH2 et MLH1 par méthylation [16], 
des protéines impliquées dans le MMR comme la protéine POLE. 
TUMEURS CIN (INSTABILITE CHROMOSOMIQUE) 
L’apparition du cancer du côlon peut se diviser en deux catégories majeures 
en se basant sur le mécanisme prédominant d’instabilité génétique. Dans 85% des 
cas, nous observons une instabilité numérique et structurelle menant à la perte 
d’hétérozygotie. Cela résulte d’agressions physiques ou chimiques sur les cellules de 
côlon, empêchant alors celles-ci de se diviser et d’accumuler des erreurs 
réplicatives. Le contenu en ADN sera alors plus élevé (hyperploïdie) et va engendrer 
des pertes alléliques. Cela conduira à l’inactivation d’un ou plusieurs gènes 
suppresseurs de tumeurs tels que APC, KRAS/BRAF, DCC, SMAD2 et SMAD4 [17] 
(Figure 6). 
 
Figure 6: Mutation initiatrice de la cancérogénèse 
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Nous avons au départ un épithélium normal qui peut évoluer en une tumeur 
invasive à travers différentes étapes. La première est l’évolution d’un épithélium sain 
vers une hyperplasie tissulaire (augmentation de la prolifération cellulaire dans un 
tissu/organe sain) par la mutation du gène APC. 
Adenomatous Polyposis Coli ou gène APC est définit comme un gène 
suppresseur de tumeurs jouant un rôle central dans la voie de signalisation Wnt, en 
régulant la dégradation de la ß-caténine par ubiquitination. Quand le gène APC est 
muté, la protéine  ß-caténine ne sera pas dégradée et agira sur l’expression de 
plusieurs gènes dont c-MYC. L’expression de ce gène conduira à l’expression de la 
Polyamine Ornithine Decarboxylase (ODC), qui se trouve être un proto-oncogène, 
c’est à dire un régulateur positif de la prolifération cellulaire. Les deux allèles du gène 
APC doivent être mutés pour conduire à l’oncogenèse [18]. La mutation d’APC seule 
ne résulte pas en l’apparition d’un phénomène cancéreux. Il est aussi à noter que la 
protéine APC possède de multiples domaines de liaison avec une grande variété de 
protéines intracellulaires jouant un rôle important dans l’adhésion cellulaire, la 
transduction de signal et l’activation transcriptionnelle [14]. 
L’hyperplasie tendra alors vers une hyperplasie épithéliale (prolifération 
anarchique de cellules anormales) par la mutation K-RAS/BRAF. 
K-ras ou Kirsten rat sarcoma viral oncogene homology est une protéine 
charnière dans l’oncologie, détectée dans environ 40% des cancers du côlon [19]. 
Elle fait partie de la famille des protéines Ras des protéines G impliquées dans la 
signalisation intracellulaire [20]. Les protéines Ras régulent la réponse cellulaire face 
à un grand nombre de stimuli extracellulaires comme des facteurs de croissance. 
Quand un ligand se fixe à un récepteur tyrosine kinase, un signal est transduit via 
l’activité GTPase pour activer différentes voies de signalisation dont la plus décrite 
est la voie Raf-MEK-ERK [21]. En cas de mutation active de KRAS, ces voies de 
signalisation sont constamment activées, participant ainsi à l’oncogenèse[22]. 
Braf v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 est un gène codant 
pour une protéine impliquée dans la régulation des MAP kinases qui affecte la 
division et la différenciation cellulaire, ainsi que la sécrétion de facteur de croissance. 
BRAF est un effecteur de la protéine KRAS. 90% des mutations se font par 
substitution du glutamate par la valine en position 600 de la protéine : la mutation 
V600E. Cela cause une activation continue de cette protéine qui pourra alors mener 
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au développement cancéreux. Le gène BRAF représente une des différences 
majeures entre les tumeurs CIN et MSI. Les mutations de ce gène sont de plus 
mauvais pronostic dans les tumeurs CIN que MSI. 
La dysplasie peut alors évoluer en carcinome, donc en cancer, par la mutation 
des gènes DCC et TP53. 
Deleted in Colorectal Cancer ou DCC est un gène codant pour un récepteur à 
la nétrine-1 associé à l’origine au contrôle de la croissance neurale. En absence de 
ligand, cette protéine envoie des signaux apoptotiques et agit ainsi en tant que 
suppresseur de tumeur. Elle est fréquemment mutée ou sous régulée dans le cancer 
colorectal [23]. La mutation de ce gène est un événement tardif dans la progression 
tumorale. 
P53 est une protéine codée par un gène TP53 suppresseur de tumeurs. Cette 
protéine est considérée comme la « gardienne du génome » [24] et joue un rôle dans 
la réponse cellulaire face aux dommages de l’ADN et autres aberrations 
génomiques. L’activation de P53 peut soit mener à l’arrêt du cycle cellulaire, la 
réparation de l’ADN ou à l’apoptose [25]. La mutation de TP53 est la plus 
couramment observée dans les cancers humains [26] et code une protéine P53 
mutée qui ne sera plus capable d’interagir avec l’ADN et d’exercer son activité 
antiproliférative et apoptotique.  
Enfin, des mutations tardives sur Smad4 vont permettre aux cellules cancéreuses 
d’acquérir des propriétés invasives et de se répandre dans d‘autres tissus/organes. 
Smad4 est un médiateur et co-activateur de la signalisation TGFß 
(Transforming Growth Factor ß). Les membres de la famille du TGFß sont des 
facteurs de croissance impliqués dans de nombreux processus biologiques comme 
la synthèse de la matrice extracellulaire, la réponse immunitaire ou l’angiogenèse. 
Au début de la progression tumorale, le TGFß est un inhibiteur de la prolifération de 
cellules épithéliales et Smad4 agit sur la transduction du signal de ses récepteurs. 
Quand le ligand se fixe à son récepteur, il se produira un complexe protéique qui 
sera transloqué au noyau et contribuera à la transcription de gène impliqué dans le 
cycle cellulaire. L’activation du TGFß est associée à l’inhibition de cyclines (et 
l’augmentation d’inhibiteurs de cyclines) [27]. Une mutation de Smad4 conduit à un 
phénotype tumoral plus agressif et à l’apparition de métastases. 
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IV- BIOLOGIE DU CANCER 
Le processus cancéreux peut se définir comme un déséquilibre entre la 
croissance, la différenciation et la mort cellulaire. Différentes mutations génétiques 
discutées dans la partie précédente conduisent à une division cellulaire incontrôlée. 
Le cycle cellulaire est régulé par la balance entre les oncogènes qui activent la 
prolifération cellulaire (ex : RAS ou BRAF) et les gènes suppresseurs de tumeurs qui 
vont, quant à eux, inactiver cette prolifération (ex : P53). La fréquence de mutations, 
suivie de divisions de ces cellules aux gènes mutés va donner lieu à l’apparition de 
cellules cancéreuses (Figure 7). 
 
Figure 7: Schéma récapitulatif de la transformation d'une cellule saine en cellule 
cancéreuse (Cirade, CNRS) 
 
Au cours de la prolifération tumorale, les cellules cancéreuses peuvent obtenir 
la capacité de franchir la lame basale et ainsi d’envahir les tissus situés à proximité 
pouvant mener à la formation de métastases. Ce processus dépend lui aussi de 
l’apparition d’événements génétiques. La cellule pourra acquérir des propriétés 
migratoires passant d’un phénotype cellulaire épithélial (interaction avec la lame 
basale membranaire) à un phénotype mésenchymateux (capacité migratoire et 
invasive accrues, forte résistance à l’apoptose), ce que l’on appelle communément la 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). L’EMT est un processus biologique qui 
induit une polarisation de cellules épithéliales pour in fine les rendre 
mésenchymateuses [28]. Les processus d’EMT peuvent être incomplets et sont 
réversibles dans de nombreux contextes biologiques, conduisant à l’existence de 
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nombreux phénotypes mésenchymateux intermédiaires. Concernant la perte des 
caractéristiques épithéliales, une réorganisation des jonctions adhérentes et des 
jonctions serrées a été observée au cours de l’EMT contribuant à la perte de 
cohésion intercellulaire et facilitant ainsi la motilité cellulaire. Il existe trois types 
majeurs d’EMT : l’EMT au cours de  l’embryogenèse, l’EMT associée à la fibrose et 
la régénération tissulaire et l’EMT dans le cancer et la formation de métastases. 
Nous nous intéresserons plus particulièrement à cette dernière.  
Bien que les bases moléculaires de l’EMT ne soient pas encore totalement 
clarifiées, plusieurs voies de signalisation interconnectées ainsi qu’un bon nombre de 
molécules de signalisation potentielles intervenant dans la migration et l’invasion des 
cellules épithéliales, ont été identifiées comme initiateurs de cette transition dans les 
cellules tumorales. Parmi eux, citons des facteurs de croissance qui agissent entre 
autres à travers les récepteurs tyrosine kinases, tels que TGFβ, EGFR, FGFR, 
HGFR et PDGFR, ainsi que les composants des voies de signalisation Wnt/β-
caténine, Hedgehog et Notch. Ces voies de signalisation convergent vers une série 
de facteurs de transcription spécifiques qui contribuent à la régulation de gènes 
cibles de l’EMT impliqués dans les modifications phénotypiques et fonctionnelles 
associées au processus d’EMT [29]. Ces facteurs de transcription appartiennent pour 
la plupart aux familles Snail, ZEB et bHLH [30-34]. Un certain nombre d’acteurs et de 
marqueurs moléculaires (Figure 8) a été identifié (bien qu’une tumeur donnée ne 
présente pas nécessairement tous ces marqueurs). 
 
Figure 8: Transition épithélio-mésenchymateuse (Kalluri, 2009) 
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Le processus d’EMT semble donc être le mécanisme responsable de 
l’acquisition de phénotypes malins par les cellules tumorales épithéliales. L’EMT liée 
aux cancers se présente dans le contexte de la croissance tumorale et de la 
progression cancéreuse [28, 35], quand les cellules tumorales épithéliales se 
transforment en un phénotype plus mésenchymateux. Cela génère des cellules avec 
des propriétés invasives leur permettant de migrer vers la circulation sanguine et de 
se disséminer par voie systémique vers d’autres organes et ainsi de former des 
métastases [36]. De récents résultats montrent que le développement de l’EMT dans 
le cancer colorectal mène à un phénotype agressif et promeut la dissémination 
métastatique, cela augmentant les résistance au traitement thérapeutique néo 
adjuvante [37]. L’EMT a été identifié comme la signature transcriptionnelle majeure 
dans le cancer colorectal [38].  
La colonisation métastatique nécessite une étape ultime de transition 
mésenchymato-épithéliale (ou MET), processus inverse à l’EMT, qui permet aux 
cellules tumorales mésenchymateuses d’envahir un site secondaire à distance de la 
tumeur primaire [39]. A l’inverse de l’EMT, la MET se caractérise principalement par 
la réexpression de l’E-cadhérine. Néanmoins de nombreux systèmes de signalisation 
participent à l’induction de la MET comme la voie Wnt, FGFR ou EGFR ainsi que les 
intéractions entre les cellules tumorales et leur microenvironnement. 
Il a été montré un lien entre inflammation et cancer [40]. L’activation des 
oncogènes va induire une production de différentes cytokines et chimiokines qui ont 
des propriétés pro-inflammatoires pouvant mener à l’angiogenèse. Des leucocytes 
aux caractéristiques immunosuppressives seront alors recrutés. Ce phénomène 
donne lieu à une augmentation des possibilités thérapeutiques dans le traitement du 
cancer [41]. 
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V- CLASSIFICATION DE LA PROGRESSION TUMORALE 
Dans un but pronostic et pour traiter au mieux chaque stade de cancers, 
plusieurs systèmes de classification ont été mis au point.  
1) CLASSIFICATION DE DUKES 
En 1930, Le pathologiste britannique Cuthbert Dukes met au point un système 
de classification spécifique au cancer colorectal basé sur des données cliniques se 
traduisant par l’utilisation de 4 lettres : A, B, C, D [42]. 
- Stade A : Tumeur limitée à la muqueuse 
- Stade B1 : Extension à la musculeuse sans la traverser 
- Stade B2 : Extension à la musculeuse en traversant la sous séreuse ou la 
séreuse 
- Stade C1 : B1 accompagné d’un envahissement ganglionnaire 
- Stade C2 : B2 accompagné d’un envahissement ganglionnaire 
- Stade D : Présence de métastases 
Cependant, ce système est maintenant abandonné au profit d’une autre 
classification : TNM, jugée plus précise. 
2) CLASSIFICATION TNM 
Le système de classification TNM est un système de classification 
international qui permet de rendre compte du stade d’un cancer. Proposé dans les 
années 1950 par le Dr Pierre Denoix, plusieurs versions ont été mises à l’épreuve 
depuis [43]. Trois lettres sont utilisées : T pour Tumeur primitive, N pour lymph Node 
(ganglions lymphatiques en anglais) et M pour métastase. On attribue un nombre à 
chacune de ses lettres qui permettent de donner une indication sur l’avancée dans 
chaque catégorie (Figure 9). 
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Figure 9: Système de classification TNM 
Un total de quatre stades sont à identifier dans cette classification en fonction 
des lésions cancéreuses (Figure 10) : la tumeur envahit la sous muqueuse (I), la 
tumeur envahit la musculeuse (II), les ganglions sont atteints (III), la tumeur s’étend 
au tissu voisin et peut induire des métastases (IV). 
 
Figure 10: Classification des lésions cancéreuse (John Hopkins colon cancer center) 
Il est possible de préciser par quel moyen la technique de classification a été réalisée 
en ajoutant une lettre : 
- c : par examen clinique 
- p : par examen anatomo-pathologique 
- y : par ré-évaluation d’un traitement néo-adjuvant 
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CHAPITRE 2 TRAITEMENTS 
I- LA CHIRURGIE 
1) CANCER DU COLON NON METASTATIQUE 
La chirurgie du cancer colorectal reste le plus efficace des traitements. Dès 
qu’un polype est considéré comme résécable lors d’un examen, soit il sera 
directement excisé lors de cet examen (ex :coloscopie), soit le patient sera dirigé 
vers le bloc opératoire afin de subir un acte chirurgical. Le polype sera alors excisé à 
l’aide d’une anse diathermique. Lors d’un recours à la chirurgie, il sera possible 
d’effectuer une à plusieurs coloctomie : 
- coloctomie droite 
- coloctomie gauche 
- coloctomie subtotale 
- sigmoïdectomie 
- résection antérieur 
2) CANCER DU COLON METASTATIQUE 
Le processus métastatique débute par la pénétration endovasculaire des 
cellules métastatiques qui ont migré au travers du stroma tumoral pour rejoindre les 
circulations lymphatiques et sanguines (les premières métastases se développeront 
dans les ganglions lymphatiques). Ces cellules parviennent ensuite à déjouer les 
défenses immunitaires pour atteindre l´organe hôte. L’organe le plus souvent touché 
est le foie (suivi du poumon) de part son action de filtration de la circulation digestive 
via la veine porte. Cependant une étude de 2010 montrent que les métastases se 
développent préférentiellement dans le foie de part la prolifération de cellules 
myéloïde immunosuppressive [44]. L´adhésion aux parois des sinusoïdes hépatiques 
est ensuite suivie d’une multiplication cellulaire avec une croissance tumorale locale 
de novo.  La croissance de cette greffe métastatique nécessite un échappement 
continu au système de défense immunitaire de l’hôte et l´établissement d´un apport 
sanguin suffisant pour entretenir le « front » invasif de la métastase. Le processus 
métastatique, ici sommairement résumé, apparait donc extrêmement complexe. 
Durant celui-ci, différentes altérations phénotypiques, transcriptionnelles et 
génétiques surviennent de façon temporaire ou permanente [45]. 
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Au moment du diagnostic de métastases hépatiques, seul 10-20% des  
patients présentent des lésions résécables et la résection chirurgicale est aujourd’hui 
souvent associée à une chimiothérapie encadrant l’acte chirurgical. 
Pour la majorité des patients présentant des métastases, le traitement est 
basé sur la seule chimiothérapie ou sur une chimiothérapie permettant une réduction 
significative de la tumeur permettant une excision chirurgicale. Ainsi, pour le CRC, la 
réponse à la chimiothérapie et radiothérapie (utilisée uniquement pour le cancer 
rectal) constitue un élément pronostic majeur chez les patients métastatiques. 
3) SURVEILLANCE POST OPERATOIRE 
Une surveillance post-opératoire est ensuite mise en place après une chirurgie 
dont le but premier est d’augmenter la survie et la qualité de vie. Il est souhaitable de 
diagnostiquer une récidive le plus précocement possible afin de procéder, si 
nécessaire, à une deuxième résection. Il est donc proposer de : 
- Faire un examen clinique et doser l’ACE (Antigène Carcino Embryonnaire) 
tous les 3 mois pendant 2 ans puis tous les 6 mois pendant 3 ans. 
- Faire une échographie hépatique afin de déceler toutes apparitions de 
métastases tous les 3 à 6 mois pendant au moins 2 ans puis une fois par 
an les années suivantes. 
- Une radiographie pulmonaire pour les mêmes raisons ainsi qu’une 
coloscopie dans l’année suivant l’intervention puis tous les trois ans. 
Dans le cas d’un CRC avec apparition de métastases, l’efficacité du traitement 
chimiothérapeutique est évaluée tous les trois mois par un examen clinique et le 
dosage de l’ACE accompagné d’une radiographie du thorax tous les 6 mois avec une 
échographie abdominale. 
II- LA RADIOTHERAPIE 
Développée au XXème siècle, la radiothérapie consiste en un traitement local-
régional des cancers. Le principe consiste en un rayonnement par rayons X résultant 
d’une accélération linéaire d’électrons. Ces rayons vont détruire, sur une région 
restreinte, les cellules cancéreuses par blocage de l’activité nucléaire. Cela indique 
que, même avec un traitement radiothérapeutique, il y a une forte probabilité du 
développement d’une tumeur secondaire. Pour cela, la radiothérapie n’est pas un 
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traitement des plus indiqués dans le CRC. Elle peut toutefois être utilisée dans le 
traitement de métastases isolées.  
III- LA CHIMIOTHERAPIE 
La chimiothérapie correspond à un traitement médicamenteux agissant de 
manière non spécifique sur les mécanismes de la division cellulaire, la survie 
cellulaire, l’angiogenèse et l’invasion. Il existe de nombreux types de chimiothérapies 
avec différents modes d’administration. C’est un traitement qualifié de général. Elle 
peut avoir lieu avant la chirurgie ce qui aura pour effet de réduire la masse tumorale, 
ce que l’on appellera thérapie néo-adjuvante. Administrée après intervention 
chirurgicale, une thérapie dite adjuvante sera administrée pour les cancers les plus 
avancés (présence de métastases). Durant les 10 dernières années, les avancés 
scientifiques ont permis d’établir de nouvelles combinaisons thérapeutiques avec de 
nouveaux composés. 
1) CHIMIOTHERAPIE CONVENTIONNELLES 
5-FluoroUracile (5-FU, Teva-Pharma) 
Les fluoropyrimidines ont été développés dans les années 1950 où il a été 
émis l’hypothèse que les métabolites de l’uracile pouvaient être une cible potentielle 
pour la chimiothérapie [46].  
 
Figure 11: structure chimique de l'uracile 
Considéré comme le traitement de référence dans le CRC [47], ce composé fait 
partie de la famille des anti-métabolites et plus particulièrement à une sous classe 
des analogues de la pyrimidine (Figure 11). Connu depuis presque un demi siècle, 
c’est l’un des plus anciens médicaments anti-cancéreux. Il reste encore un composé 
très utilisé dans le traitement des tumeurs solides. La structure chimique du 5-FU est 
très semblable à celle de l’uracile, qui entre dans la composition de l’ARN. Comme 
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on peut le voir sur la Figure 12, un atome de fluor a été ajouté en position 5 à la 
place d’un atome d’hydrogène sur le noyau pyrimidique. 
 
Figure 12: Différence chimique entre les 3 molécules 
Les composés fluoropyrimidiques occupent une place prépondérante dans les 
traitements chimiothérapeutiques depuis le début des années 2000 avec la mise à 
disposition de nouvelles formes pharmaceutiques orales comme la capecitabine [48]. 
Cette nouvelle forme a d’ailleurs prouvé une efficacité supérieure face au 5-FU dans 
certains cas même si le bénéfice en termes de survie globale ou sans progression 
n’a pas été significatif. 
Le 5-FU a une action sur la division cellulaire et sur la synthèse d’ARN. Il va 
inhiber le rôle de la thymidine synthétase [49], une enzyme clé de la formation de la 
thymidine (synthèse d’ADN) et/ou s’intégrer au sein même de l’ARN en se 
substituant à l’uracile. Le 5-FU est un pré médicament ou pro-drogue qui va être 
métabolisé en divers sous-composés par une cascade enzymatique. Dans la cellule, 
80% du 5-FU est détoxifié. Les 20% restants sont transformés en trois métabolites 
actifs. Le FUTP s’incorpore aux ARNs et inhibe leur métabolisme, le FdUMP se lie à 
la thymidylate synthétase (enzyme nécessaire à la formation de l’ADN) et le FdUTP 
s’incorpore dans l’ADN pour inhiber son élongation [50] (Figure 13). 
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Figure 13: mécanisme d'action du 5-FU (Longley, 2003) 
La posologie habituelle de 5-FU est de l’ordre de 3 à 4 g administrés en 
intraveineuse sur une durée totale de 45 heures. Comme toutes chimiothérapies, le 
5-FU comporte une certaine toxicité: 
- Troubles cutanées (syndrome main-pied) 
- Toxicité cardiaque (insuffisance ou infarctus aigu du myocarde) 
- Déficit en DihydroPyrimidine Déshydrogénase qui conduit à un surdosage 
(DPD, enzyme métabolisant le 5-FU) 
Les premiers essais sur le 5-FU en clinique ont montré une grand efficacité 
quand celui-ci est combiné à l’acide folinique [51]. Depuis, les protocoles ont été 
améliorés  en modulant les doses ou les voies d’administration [52]. Ce composé est 
même maintenant combiné à d’autres agents chimiothérapeutiques comme 
l’irinotécan ou l’Oxaliplatine [53]. Ces protocoles sont généralement administrés 
toutes les deux semaines par cycle de 12 semaines. 
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Oxaliplatine (Eloxtlin, Sanofi-Aventis) 
L’oxaliplatine (Figure 14) est un composé dérivé du platine possédant une 
action alkylante [54]. Une fois absorbé, l’oxaliplatine est rapidement transformé par 
voie non enzymatique en un composé actif qui sera alors à même d’interagir avec 
l’ADN, de se fixer aux protéines permettant la transcription et d’interférer avec la 
synthèse d’ARN [55-57]. L’alkylation créée va engendrer un pont intra-brin entre 
deux guanines. La réplication de l’ADN sera alors impossible et la cellule ne sera 
plus à même de se diviser. Les adduits d’oxaliplatine ainsi formés sont létaux pour la 
cellule s’ils ne sont pas éliminés.  
 
Figure 14: structure chimique de l'oxaliplatine 
La dose usuellement utilisée est de 85 mg/m2 par voie intraveineuse toutes les 
deux semaines. Quelques effets indésirables sont inhérents au produit tels que les 
nausées/vomissements ou neuropathies périphériques. 
Les études cliniques ont démontré de bons résultats sur les tumeurs 
résistantes au Cisplatine [58]. L’oxaliplatine est généralement administré en 
combinaison avec le 5-FU en traitement de première ou deuxième ligne sous le nom 
de protocole FOLFOX (FOL : Acide folinique ou leucovorine F : Fluorouracile (5-FU) 
OX : Oxaliplatine). Encore aujourd’hui de nombreux essais cliniques sont fait sur la 
combinaison de ces molécules dans le cadre d’étude de thérapies adjuvantes [59]. 
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Irinotécan (Campto, Pfizer) 
L’irinotécan est un composé anti-tumoral qui est un dérivé semi synthétique de 
la camptothécine, un alcaloïde pentacyclique isolé de Camptotheca acuminata, un 
arbre répandu en Chine (Figure 15) [60]. 
 
Figure 15: Arbuste Camptotheca acuminata à l'origine de la camtothécine 
L’irinotécan est constitué d’une structure pentacyclique (Figure 16) nécessaire 
à l’activité antitumorale. Le cycle possédant la fonction -OH est essentiel pour 
pénétrer à l’intérieur de la cellule et pour interagir avec la topoisomérase I. 
 
Figure 16: Structure chimique de l'irinotécan 
L’irinotécan est en fait une pro drogue métabolisée par la carboxylestérase en 
SN38 dans le foie. Le métabolite actif (SN38) agit comme inhibiteur spécifique de 
l’ADN en ciblant la topoisomérase I. Il engendre donc des lésions simples brins avec 
un blocage de la fourche de réplication. L’irinotécan est administré généralement 
avec du 5-FU, une combinaison qui améliore significativement l’efficacité du 
traitement [61] notamment par l’inhibition de l’angiogenèse par l’irinotécan [62] qui 
inhibe HIF1-alpha (Hypoxia Inducible Factor) et de ses gènes cibles dont le VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor). Nous détaillerons le mécanisme HIF-VEGF et 
son implication dans l’angiogenèse plus loin dans le manuscrit. 
L’irinotécan est aussi considéré comme un standard chimiothérapeutique, 
utilisé seul ou en association avec le 5-fluorouracile et la leucovorin : le protocole 
FOLFIRI (FOL : Acide folinique ou leucovorin F : Fluorouracile (5-FU) IRI : 
Irinotécan). Cela permet d’augmenter la survie des patients résistants à la 
chimiothérapie au 5-FU [63-65]. 
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2) LES THERAPIES CIBLEES 
Au delà des chimiothérapies conventionnelles, des avancées dans la 
recherche fondamentale et appliquée ont permis de préciser les principaux 
mécanismes sous-jacents du développement tumoral. La stratégie des molécules 
ciblées vise à bloquer le récepteur ou le ligand via des anticorps monoclonaux ou de 
petites molécules synthétiques inhibitrices de tyrosine kinases (Tableau 4). Les 
thérapies ciblées ne concernent pas les thérapies adjuvantes (aucun bénéfice) mais 
sont utilisés chez les patients avec un cancer de stade avancé. Nous détaillerons 
leur nature et leur mode d’administration dans un chapitre dédié. 
Tableau 4: liste non exhaustive de composés utilisés dans les thérapies ciblées 
Nom Nature Cible 
Bevacizumab Anticorps monoclonal VEGF-A 
Nintedanib Inhibiteur Tyrosine Kinase VEGFR/FGFR/PDGFR 
Aflibercept Protéine de fusion VEGF-A/VEGF-B/PlGF 
Cetuximab Anticorps monoclonal EGFR 
Tarceva Inhibiteur Tyrosine Kinase EGFRs 
Gilotrif Inhibiteur Tyrosine Kinase EGFR/HER-2/HER-3 
Il existe plus de 55 molécules en cours de développement clinique pour le 
traitement du cancer du côlon (source : Medicines in Development for Cancer 2011). 
Différentes voies/molécules/récepteurs sont ciblés. Parmi elles, Judah Folkman 
propose en 1971 de cibler l’angiogenèse afin de ralentir voire inhiber la croissance 
tumorale [66]. Les composés approuvés dans le traitement du CRC sont le 
bevacizumab, l’aflibercept, le cetuximab, le panitumumab (anticorps anti-EGFR) et 
un inhibiteur tyrosine kinase, le regorafenib. 
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CHAPITRE 3 ANGIOGENESE 
I- DEFINITION DE L’ANGIOGENESE 
L’angiogenèse se définit comme un processus de croissance de micro 
vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Ce mécanisme physiologique 
a lieu au cours de l’embryogenèse et la cicatrisation mais est aussi primordial dans la 
croissance tumorale [67]. La prolifération de cellules endothéliales (EC) est un 
marqueur caractéristique de développement de microvaisseaux. Ceux-ci ont la 
possibilité de se développer durant une grande période grâce à la migration de 
cellules endothéliales [68].  
On peut diviser le mécanisme de l’angiogenèse en plusieurs étapes (Figure 17 
[69]) : 
1- La réception d’un stimulus pro-angiogénique 
2- La dégradation de la lame basale. Les péricytes se détachent du vaisseau 
existant, les EC sont activées. 
3- Une protrusion des EC se fait à mesure que le vaisseau se dilate. 
4- La migration des EC se fait par la présence de tip cells qui vont relâcher des 
MMPs (Matrix MetalloProtease) à même de dégrader la membrane basale et 
de remodeler la matrice extra cellulaire. Les tip cells ne sont pas à même de 
proliférer mais migrent grâce à la présence de filopodes qui les guident vers 
les facteurs angiogénique (gradient VEGF). 
5- La division des EC se fait alors par la présence de stalk cells. 
6- La réorganisation des EC sous forme capillaire se fait par la prolifération des 
stalk cells qui vont relâcher des molécules permettant la liaison à la 
membrane extracellulaire et vont réguler la formation du nouveau vaisseau. 
7- Une reconstruction de la lame basale consolide ainsi la structure. Des 
péricytes sont alors recrutés afin de stabiliser le vaisseau néoformé. 
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Figure 17: Etapes de l'angiogenèse (d’après Clapp et al, 2009) 
 
II- L’ANGIOGENESE TUMORALE 
Les cellules cancéreuses, dans leur développement, ont tout de même un 
facteur limitant : le besoin en oxygène et en nutriments. Au fur et à mesure des 
divisions cellulaires, il est possible d’atteindre des masses conséquentes (>1mm3) 
pour les tumeurs solides. Cependant, le centre de la tumeur tend à devenir 
hypoxique et dépourvue de nutriments. Pour cela, la tumeur va induire la formation 
de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux déjà formés dans 
l’organisme, un processus appelé angiogenèse tumorale [66, 70] (Figure 19). 
Ces vaisseaux néoformés pourront alors permettre au tissu tumoral d’être 
irrigué mais favorisera par ce biais la dissémination de cellules cancéreuses vers 
d’autres tissus : les métastases [67]. 
L’angiogenèse tumorale correspond à la formation de nouveaux vaisseaux 
ayant pour but de répondre aux besoins métaboliques de la tumeur solide. Elle est 
caractérisée par une morphologie vasculaire anarchique accompagnée d’une 
perméabilité vasculaire. 
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1) MORPHOLOGIE DE LA VASCULARISATION TUMORALE 
Les vaisseaux issus de l’angiogenèse tumorale ont une structure différente 
des vaisseaux sanguins qualifiés de normaux. En effet, dans le cas d’une 
vascularisation classique, les vaisseaux sanguins sont organisés, réguliers et 
fonctionnels. Quand des signaux pro-angiogéniques sont sécrétés par une tumeur, 
c’est pour répondre à un besoin important et rapide en nutriments. Pour cela, 
l’angiogenèse tumorale provoquera la formation de vaisseaux majoritairement 
désorganisés, de diamètre très variable, et présentant de nombreuses fuites (Figure 
20) [71, 72]. 
 
 
Figure 18: Comparaison schématique de la vascularisation tumorale et d'une 
vascularisation saine (McDonald, 2003) 
Les réseaux vasculaires normaux et tumoraux ont les mêmes composants : 
cellules endothéliales, péricytes et membrane basale [73, 74]. Pourtant, dans le 
réseau vasculaire tumoral, les cellules sont désorganisées. Les cellules 
endothéliales ne forment pas une seule couche mais se présentent de façon 
anarchique. Des défauts au niveau des jonctions intercellulaires, de la membrane 
basale vasculaire et de la couverture péricytaire provoque des fuites au sein des 
vaisseaux tumoraux [75]. Cette anormalité du réseau vasculaire tumoral affecte la 
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croissance tumorale, favorise la dissémination de métastases et affecte le traitement 
anti cancéreux. Une thérapie ayant pour but la normalisation de ce phénomène 
pourrait être une nouvelle stratégie dans le traitement du cancer [76], bien qu’aucun 
résultats probants ne soient encore observés. 
Cependant, il reste à savoir pourquoi et comment les tumeurs déclenchent ce 
phénomène angiogénique si important dans la progression et l’invasion tumorale. 
2) LA NOTION DE SWITCH ANGIOGENIQUE 
Judah Folkman montre en 1996 que les tumeurs solides sont angiogenèse 
dépendantes [77]. Un cancer devient détectable une fois qu’il atteint une taille 
supérieure à environ 1 mm3 (Figure 21). Cependant, pour arriver à ce volume, la 
tumeur doit passer par l’angiogenèse tumorale afin d’augmenter l’apport sanguin, 
nécessaire à son développement. La capacité qu’a une tumeur de progresser d’un 
phénotype non angiogénique à un phénomène angiogénique est appelée le 
« switch » angiogénique [78]. La limite de diffusion de l’oxygène pour une cellule 
humaine est de 100µm ce qui signifie qu’un vaisseau sanguin doit se trouver dans ce 
périmètre pour éviter aux cellules d’être en état hypoxique [79]. Les conditions 
hypoxiques vont induire l’expression de plusieurs protéines pro angiogéniques 
comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ou le PDGF (Platelet Derived 
Growth Factor) [80]. 
 
Figure 19: Etape de progression tumorale de la cellule normale à la tumeur 
angiogénique en passant par l’état de dormance (Naumov, 2006) 
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Le switch angiogénique peut aussi intervenir lors d’une rechute quelques mois 
ou années plus tard après le traitement primaire d’un cancer [81, 82]. De plus, lors 
d’autopsies pratiquées sur des personnes ayant succombées à des traumatismes 
comme des accidents de voiture, Black et Welch ont montré en 1993 qu’environ 50% 
de ces personnes présentaient des carcinomes microscopiques mais n’avaient 
pourtant jamais été diagnostiquées [83]. Une des raisons pour laquelle ces 
carcinomes ne se sont pas développés seraient qu’ils resteraient en état de 
dormance, un état qui empêche le « switch » angiogénique [84]. 
 
Figure 20: Régulation de l'angiogenèse tumorale (Bikfalvi, 2006) 
Le « switch » angiogénique est sous le contrôle de différents facteurs (Figure 
22) : 
- L’augmentation de l’expression de protéines angiogéniques comme le VEGF 
et le FGF, 
- L’augmentation de l’expression de protéines angiogéniques exprimées par les 
cellules stromales, les fibroblastes et les adipocytes, 
- La diminution d’expression d’inhibiteurs de l’angiogenèse comme la 
thrombosporine 1/2 (TSP1/2). 
Nous allons détailler les facteurs majeurs de l’angiogenèse en commençant par celui 
le plus documenté, le VEGF-A. 
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CHAPITRE 4 LA REGULATION DE L’ANGIOGENESE 
I- LE VEGF, UN FACTEUR CLE DE LA REGULATION 
Le VEGF joue un rôle central dans l’organisation du système vasculaire. Dans 
l’angiogenèse tumorale, cette molécule va jouer un rôle clé via ses récepteurs 
(VEGFR). Sept protéines font partie de la famille VEGF : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E, PlGF et VEGF-F [85-87]. 
Le VEGF-A ou plus communément appelé VEGF était initialement connu sous 
le nom de VPF : Vascular Permeability Factor [88]. C’est une cytokine sécrétée ayant 
une importance critique dans l’angiogenèse physiologique et tumorale [89]. Des 
isoformes du VEGF-A (communément appelé VEGF) sont générées après 
transcription du gène. Les masses moléculaires de ces composés sont différentes 
ainsi que leur fonction biologiques. Nous pouvons noter quatre isoformes matures : 
VEGF121, VEGF165, VEGF189 et le VEGF206 [90]. Le nombre caractérisant les 
isoformes correspond au nombre d’acides aminés de ces protéines. D’autres 
isoformes existent mais sont moins souvent exprimées dans le cancer colorectal : 
VEGF145 et VEGF183 [91]. La forme courte du VEGF121 est libérée dans la 
circulation sanguine alors que la forme lourde reste associé avec la matrice. C’est à 
l’isoforme VEGF165 (composé des variants VEGF165a et VEGF165b) que nous 
devons les principaux effets biologiques et qui est présent au niveau de la matrice 
extracellulaire et dans le système circulatoire. Le VEGF165a a un rôle dans la 
perméabilité, la vasodilatation et possède des propriétés angiogéniques tandis que le 
VEGF165b est un variant inhibant le VEGF [92]. C’est l’isoforme la plus abondante et 
la plus surexprimée dans les tumeurs solides.  
Le VEGF est la protéine la plus documentée quant à son implication dans 
l’angiogenèse, la survie des cellules endothéliales, la croissance, la migration et la 
perméabilité vasculaire [85]. Il exerce son activité biologique par sa liaison aux 
récepteurs tyrosine kinase transmembranaires incluant : VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-
2/Flk-1 et les récepteurs à la neuropillines : NRP-1 et NRP-2. 
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Découvert il y 15 ans, le VEGF-B est exprimé dans le tissu adipeux et se 
présente sous deux isoformes. L’isoforme VEGF-B167 peut s’associer à la matrice 
extracellulaire [93] tandis que l’isoforme VEGF-B186 est diffusible et circule librement 
[94]. Contrairement au VEGF (comme nous l’avons vu précédemment), l’hypoxie 
n’induit pas l’expression du VEGF-B [95]. Les deux formes se lient au récepteur du 
VEGF et au récepteur de la neuropiline. Il apparaît que le VEGF-B peut induire la 
croissance de vaisseaux coronariens et une hypertrophie cardiaque, prévenant ainsi 
de dommages ischémiques. De plus, il est exprimé dans les tissus à hautes activités 
métaboliques [96]. 
Le VEGF-C appartient à la famille PDGF et se lie au VEGFR-2 et VEGFR-3 
[97]. C’est un inducteur de la lymphangiogenèse (néoformation de vaisseaux 
lymphatiques) [98] et des études cliniques faites sur des patients atteints de cancer 
ont montré une corrélation entre le niveau d’expression de VEGF-C, l'invasion 
lymphatique, l’apparition de métastases lymphatiques et la survie du patient [99, 
100]. 
Le VEGF-D stimule la croissance vasculaire et la croissance des cellules 
endothéliales lymphatiques en se fixant sur le VEGFR-3 [101]. Cette protéine joue un 
rôle majeur dans la lymphangiogenèse. 
Le PlGF ou Placental like Growth Factor a été découvert comme son nom 
l’indique dans le placenta. Il existe 4 isoformes PlGF (PlGF-1, -2, -3 et -4) qui 
diffèrent dans leur taille et leur fonction biologique. Il se lie au VEGFR-1 et NRP-1. 
Une fixation de PlGF sur son récepteur induit l’angiogenèse via la stimulation de la 
voie de signalisation VEGFR [102]. Les différentes données sur l’expression du PlGF 
se contredisent. Il a été montré que le PlGF dans le cancer du côlon est en quantité 
faible en raison d’une hyperméthylation du promoteur lié au gène de cette protéine, 
ce qui a pour résultat une baisse de son expression [103]. Cependant les analyses 
par qPCR et analyse immunohistochimique de 94 tumeurs primaires de CRC 
comparés à des tissus sains ont montrées une expression de deux isoformes, PlGF-
1 et PlGF-2 [104]. 
Le VEGF-E est un autre membre de la famille VEGF encodé par des virus qui 
peut se lier au VEGFR-2 [105]. Enfin le VEGF-F est un facteur identifié dans le venin 
de serpent (vipère). 
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II- LES RECEPTEURS DU VEGF 
Les récepteurs au VEGF (VEGFR) sont des récepteurs tyrosine kinase 
impliqués dans des cascades de signalisation entrant dans la stimulation de 
l’angiogenèse. Ces récepteurs sont en général surexprimés dans les tumeurs, en 
particulier dans celles nécessitant de l’oxygène ou du glucose [106]. Il existe au total 
trois récepteurs VEGFR : 
- VEGFR-1 ou Flt-1 ou fms-related kinase 4, 
- VEGFR-2 ou Flk-1 (Fetalliver kinase 1) ou KDR (Kinase insert Domain 
Receptor), 
- VEGFR-3 ou Flt-4 ou fms-related kinase 4. 
 
Figure 21: Les récepteurs au VEGF et leurs ligands (Tammela et al, 2005) 
Comme nous pouvons l’observer sur la Figure 23, les récepteurs VEGFR-1 et 
VEGFR-2 sont plus spécifiques de l’angiogenèse tandis que le VEGFR-3 
s’apparente davantage au processus de lymphogenèse. Chaque récepteur peut être 
activé par un ligand caractéristique. 
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Figure 22: Vision schématique de la dimérisation et l’activation de récepteurs tyrosine 
kinases (d’après Marchini, 2013) 
Il existe des monomères VEGFR qui, une fois le ligand VEGF fixé, vont se 
dimériser avec un autre monomère VEGFR [107] (Figure 24). Il existe aussi à la 
surface des cellules des dimères « préfixés » VEGFR mais non actif [108]. Le VEGF 
se fixera dans ce cas à un premier monomère puis au second, le dimère deviendra 
alors actif. 
Il pourra alors y avoir autophosphorylation et activation de différents 
mécanismes physiologiques en fonction du récepteur activé comme nous allons le 
voir. 
1) VEGFR-1 
Le VEGFR-1 (fms-related tyrosine kinase) est un récepteur exprimé dans les 
cellules souches hématopoïétiques, les monocytes et les cellules endothéliales ainsi 
qu’à la surface de cellules tumorales [109, 110]. Ce récepteur est indispensable pour 
la migration des monocytes et des macrophages [111, 112]. Il est impliqué dans la 
survie cellulaire. Son expression est activée au cours de l’angiogenèse, ainsi qu’en 
conditions hypoxiques. Ce récepteur peut être lié au PlGF (Placental-like Growth 
Factor) ainsi qu’au VEGF-A et VEGF-B. Le VEGFR-1 joue un rôle clé dans 
l’endothélium vasculaire, non pas dans la régulation de l’angiogenèse, mais plus 
dans la sécrétion paracrine de facteurs de croissance [113]. Il existe aussi sous 
forme soluble et peut inhiber la prolifération de cellules endothéliales induites par le 
VEGF avec une grande affinité [114]. Son expression à la surface de cellule de CRC 
semble augmenter la progression tumorale étant donné sa forte expression dans le 
cancer du foie [109]. 
 38 
2) VEGFR-2 
Le VEGFR-2 décrit en 1991 a été nommé KDR pour Kinase-insert Domain 
containing Receptor [115]. Il est exprimé sur les cellules endothéliales, sur les 
cellules endothéliales lymphocytaires et probablement à la surface des cellules 
tumorales (ce fait est controversé) [116]. Ce récepteur régule les fonctions 
vasculaires endothéliales. Le VEGFR-2 a été le plus étudié des récepteurs au VEGF 
de part son importance dans l’angiogenèse et dans le développement tumoral. Les 
sites majeurs d’autophosphorylation du VEGFR-2 sont situés sur la Tyrosine 1175 et 
la Tyrosine 1214 [117]. Cependant, seule l’autophosphorylation 1175 est nécessaire 
pour la prolifération de cellules endothéliales. Le VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D se lie 
au VEGFR-2 et induit une prolifération de ces cellules via l’activation de la voie Raf-
MEK-ERK. L’activation de cette protéine peut être renforcée par des protéines 
adaptatrices dont la protéine Src (un non récepteur tyrosine kinase). Le VEGF se lie 
au VEGFR-2 avec 10 fois moins d’affinité qu’avec le VEGFR-1, bien que ce premier 
soit le principal médiateur de nombreux effets physiologiques.  
3) NRP1 ET NRP2 
Les neuropilines sont des récepteurs transmembranaires. EIles sont aussi 
bien exprimées dans les cellules endothéliales que dans les cellules tumorales. EIles 
agissent comme co-récepteur des VEGFRs (Figure 25). 
 
Figure 23: NRP1, un autre récepteur au VEGF (Yuhling, 2008) 
 
 39 
EIles sont capables de fixer le VEGF mais aussi les sémaphorines de classe 3 
(protéines impliquées dans le développement des axones) [118]. Les gènes de 
NRP1 et NRP2 ont des structures voisines. Cependant, ces protéines divergent par 
leurs ligands (différentes isoformes de VEGF) et leurs activités. Le couple 
NRP/VEGF favorise la néo angiogenèse tumorale [119]. 
La neuropiline 1 a été décrite comme jouant un rôle dans l’immunité, le 
développement cardiovasculaire, la guidance neuronale, la migration cellulaire, 
l’angiogenèse et la cancérogenèse [120-122]. Chez l’homme, NRP1 est exprimée 
dans les cellules dendritiques [123], l’endothélium artériel [124] et dans les cellules T 
du tissu lymphocytaire [125]. Récemment, un grand intérêt a été porté à NRP1 
comme médiateur du développement et de la progression tumorale depuis que son 
expression a été observée dans la vascularisation tumorale. 
NRP1 agit comme le co-récepteur de plusieurs ligands extracellulaires tels 
que le VEGF 165 [123, 126] ou le TGFß. NRP1 se lie avec VEGFR-2 pour 
augmenter l’affinité de l’isoforme du VEGF165 avec VEGFR2 [127]. Elle a été 
identifié pour toutes ces raisons comme une cible intéressante pour les thérapies 
anti-angiogéniques [128]. Des anticorps monoclonaux anti NRP1 ont été développés. 
Ils sont capables d’inhiber la progression et l’angiogenèse tumorale liées au 
VEGF165 [128-130]. Le MNRP1685A, un anticorps ciblant NRP1 est actuellement en 
phase I de développement en essai clinique chez des patients présentant des 
tumeurs solides [131]. Une réduction du volume tumoral par blocage de la voie de 
signalisation VEGF a pour l’instant été observée. Il a été montré qu’une utilisation de 
cet anticorps combiné avec le bevacizumab était très efficace [130].  
III- LES AUTRES RECEPTEURS IMPLIQUES DANS 
L’ANGIOGENESE 
Le VEGF et ses récepteurs ne sont pas les seuls impliqués dans le processus 
angiogénique. En effet, de nombreux récepteurs comme le FGFR (Fibroblast Growth 
Factor Receptor) et le PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor) contribuent 
à la formation et la structure de nouveaux vaisseaux. 
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1) LE FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTOR (FGFR) 
Les fibroblastes sont des composants majeurs du tissu conjonctif et leur 
principal rôle est de réparer les lésions à la suite d’un traumatisme. Ils peuvent se 
présenter sous forme contractée ou relâchée en fonction des signaux envoyés par 
les chimiokines. Il existe un total de 24 formes de FGF qui sont synthétisées par ces 
fibroblastes ou par les cellules endothéliales. 
L’appellation FGF fait généralement allusion au FGF2 appelé FGF-ß ou bFGF 
(basic fibroblast growth factor). Cette protéine se lie au sulfate héparane et possède 
de nombreuses activités mitotiques et angiogéniques à travers l’activation des 
protéines Akt ou Erk (Figure 26). En effet, le bFGF induit une diminution de la 
thrombospondine, un inhibiteur de l’angiogenèse. 
 
Figure 24: Différentes voies de signalisation impliquées après activation du récepteur 
FGF (Lanner, 2010) 
 
Il existe 4 types de récepteurs au FGF situés sur la membrane cellulaire. Une 
fois le ligand (FGF) fixé, le récepteur se dimérise ce qui conduit à une activation 
tyrosine kinase par trans-autophosphorylation. Ceci conduit donc l’activation de 
différentes voies de signalisation protéique telles que AKT, RAS ou PI3K. 
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2) LE PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR RECEPTOR 
Le Platelet-derived Growth Factor Receptor (ou PDGFR) est un récepteur 
tyrosine kinase. Il a été identifié dans les années 1970 comme une protéine sérique 
qui stimule la croissance et la migration des fibroblastes, des cellules musculaires 
lisses et des cellules gliales [132-134]. Il est exprimé sur les oligodendrocytes et les 
cellules dérivées de cellules souches mésenchymales comme les fibroblastes ou les 
cellules musculaires lisses. Le ligand de ce récepteur, le PDGF, est sécrété par des 
plaquettes activées mais aussi par d’autres types cellulaires comme les cellules 
endothéliales ou épithéliales. Le PDGFR peut être activé de manière indirecte, le 
VEGF induit alors la migration de cellules mésenchymales à travers l’activation de 
deux isoformes de PDGFR (PDGFRα et PDGFRß) [135]. Par ailleurs, la liaison 
directe du VEGF au PDGFR peut se faire mais seulement en condition supra-
physiologiques [136]. La phosphorylation de ce récepteur induit plusieurs cascades 
de signalisation comme l’activation des voies MAP kinases, PI3K et phospho-lipase 
C (Figure 27). Il est responsable de la stimulation de la prolifération et de la migration 
cellulaire dans de nombreux mécanismes physiologiques [137]. 
 
Figure 25: Voie de signalisation du PDGF/PDGFR (Boor, 2010) 
 
Les ligands PDGF sont des proto-oncogènes qui peuvent être activés par de 
nombreuses altérations génétiques dans les cellules cancéreuses. La production de 
PDGF peut promouvoir l’angiogenèse et le développement de fibroblastes associés 
à la tumeur (cas des tumeurs solides) [138]. 
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IV- SIGNALISATION AUTOCRINE DU VEGF ET TRAITEMENT CIBLE 
En raison de l’importance du VEGF dans l’invasion et la progression tumorale, 
des traitements ciblés ont été mis au point par des compagnies pharmaceutiques 
dont le Bevacizumab (Avastin) et l’Aflibercept (Zaltrap) qui sont tous indiqués pour le 
traitement du CRC métastatique [139]. Ces agents ont une excellente activité anti-
angiogénique chez certains patients tandis que d’autres y sont réfractaires. 
Dans le CRC, les cellules tumorales et stromales sont considérées comme 
une source principale de VEGF. Sachant que les cellules tumorales présentes aussi 
des récepteurs au VEGF, on assiste à une signalisation autocrine et paracrine du 
VEGF (Figure 28). 
 
Figure 26: Signalisation VEGF autocrine et paracrine dans les cellules de cancer 
colorectal (Larsen, 2013) 
1) VARIATION D’EXPRESSION DES LIGANDS VEGF ET DE LEURS 
RECEPTEURS DANS LES CELLULES CRC ET LES TUMEURS 
La plupart des cellules provenant d’échantillons de cancer colorectal exprime 
les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 [106, 109, 140-144]. Dans une étude de 72 
échantillons (tumeurs et tissus sains), les ARN messagers de VEGF et VEGFR-1 ont 
été observés comme étant surexprimés dans les adénocarcinomes comparés au 
tissu normal [106]. L’analyse immunohistochimique de 82 patients ayant contracté un 
CRC ont montré une surexpression tumorale de VEGF, VEGFR-1 et VEGFR-2 [145]. 
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Cependant, seule l’expression de VEGFR-1 a pu être reliée aux bons pronostics du 
patient tandis que le VEGFR-2, bien que lié à un stade TNM avancé, n’a révélé 
aucun lien avec la survie [146]. Une forte expression de pVEGFR-2 (activation du 
récepteur par auto phosphorylation) dans les vaisseaux tumoraux a révélé une forte 
expression de VEGF et du facteur Hypoxia Inducible Factor 1 alpha (HIF 1 Alpha) 
dans les cellules tumorales. Le facteur le plus significatif quant à l’avenir du patient 
est l’invasion lymphatique suivi par l’expression de VEGF [141]. Une autre étude 
rapporte que le VEGFR-1 est exprimé dans les cellules tumorales et le stroma des 
vaisseaux de tissu de 91 patients en stade II/III tandis qu’une immunoréactivité avec 
VEGFR-2 et VEGFR-3 n’est rapportée que dans les vaisseaux [147].  
Ces résultats suggèrent d’une part que les ligands VEGF et leurs récepteurs 
sont couramment surexprimés dans les tissus tumoraux comparés aux muqueuses 
saines et d’autre part que les cellules tumorales expriment VEGFR-1 (Figure 29) et 
parfois VEGFR-2 et que l’expression de VEGFR-1 mais pas VEGFR-2 peut être 
reliée à la survie chez des patients CRC de stade II/III. 
 
Figure 27: expression de pVEGFR-1 dans des xénogreffes de CRC (Mésange, 2014) 
En conditions hypoxiques, l’ARN messager du VEGF et sa protéine sont 
augmentés alors que l’on assiste à une diminution de PlGF [148]. Cela suggère que 
les ligands au VEGF ont des effets différents. Les effets du blocage du PlGF d’un 
point de vue de l’angiogenèse physiologique et tumorale sont controversés. De 
récents résultats suggèrent que l’efficacité de traitement anti PlGF est corrélée à 
l’expression de VEGFR-1 dans les cellules tumorales mais sans processus 
angiogénique [149]. De plus, Le PlGF induit la signalisation VEGFR-1 et une réponse 
biologique dans les cellules tumorales sensibles aux traitements anti-PlGF mais pas 
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dans les cellules tumorales réfractaires au traitement ou dans les cellules 
endothéliales. Pour cela, les différents résultats suggèrent que les cellules tumorales 
et leur signalisation VEGFR-1 sont les principales cibles de thérapies anti-PlGF. 
2) SIGNALISATION VEGF AUTOCRINE 
Une surexpression de l’isoforme 165 du VEGF augmente généralement la 
résistance à l’apoptose. Quand des cellules de CRC sont transfectées avec un 
siRNA atténuant le VEGF, le taux d’apoptose augmente après traitement au 5-FU. 
De manière intéressante, l’ARN messager à lui seul VEGF est biologiquement actifs. 
La région non codante 5’ (5’UTR) a montré une activité anti-apoptotique à travers la 
surexpression de gène de survie comme EGFR et diminution de l’expression de 
gènes pro apoptotiques comme FAS ou BAX. Les tumeurs possédant un 5’UTR 
fonctionnel ont montré un taux d’apoptose inférieure à celles avec un 5’UTR mutant 
[150]. Une autre étude indépendante a montré qu’une sous régulation de l’ARN 
messager VEGF était accompagnée par une baisse de la prolifération et une hausse 
de l’apoptose [85]. La sous-régulation du VEGF a été accompagnée d’une sensibilité 
accrue au 5-FU (par mesure du taux d’apoptose). 
La stimulation de cellules de CRC par le VEGF et VEGF-B a mené à une 
augmentation de la motilité et de l’invasion. La signalisation VEGF est associée à 
une activation de Erk1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) et c-Jun amino 
terminal kinase/stress activated protein kinase (JNK/SAPK) ainsi qu’avec la 
translocation de la sous-unité p65 de NFkappaB dans le noyau cellulaire. Le blocage 
de VEGFR-1 par un anticorps a empêché des changements phénotypiques montrant 
l’importance de l’activité VEGFR-1 dans la signalisation VEGF [109]. D’autres études 
ont montré que le VEGF et le VEGF-B activaient les kinases de la famille Src dans 
les cellules de cancer colorectal. Cela a été accompagné par une augmentation de la 
migration pouvant être bloquée par inhibition de VEGFR-1 ou des Src kinases. Cela 
montre que le VEGFR-1 possède un rôle dans la migration des cellules tumorales à 
travers une signalisation dépendant de Src [151]. Le traitement par un inhibiteur pan-
VEGFR appelé Cédiranib a inhibé la migration et l’invasion des cellules CRC, réduit 
la phosphorylation de VEGFR-1 ainsi que l’activation des Erk1/2 [143]. De façon 
intéressante, la stimulation avec des ligands VEGF est sans effet sur la prolifération 
des cellules CRC [109, 143, 151] bien que le VEGF et le VEGF-B puissent stimuler 
la formation de colonie sur de l’agar in vitro. 
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3) REGULATION DE VEGF ET SES RECEPTEURS 
SIGNALISATION HIF 
Le VEGF peut être activé par des oncogènes, par activation des intégrines ou 
par la stimulation de cytokines [152]. Cependant, pour la plupart des tumeurs solides, 
c’est l’environnement tumoral qui a l’effet le plus marqué sur l’expression de VEGF. 
Les niveaux de VEGF cellulaire sont augmentés en condition d’hypoxie et en 
déprivation de glucose dans des sphéroïdes multicellulaires [153] et dans les 
tumeurs solides [154]. D’autres études ont montré que la régulation transcriptionnelle 
de VEGF était activée par HIF-1 [155] et HIF-2 [156]. Les protéines HIFs sont des 
hétérodimères composés d’une unité régulée par l’oxygène appelée HIFα (HIF-1α ou 
HIF-2α) et d’un récepteur nucléaire (ARNT/HIF1ß). En condition hypoxique, HIF-1α 
est stabilisé et peut recruter le co-activateur transcriptionnel p300/CBP, puis se lie à 
l’HRE (Hypoxia-responseElement). Il s’ensuit une transcription de plusieurs gènes 
comme le VEGF ou le transporteur de glucose GLUT1 (Figure 30) qui joue un rôle 
dans l’angiogenèse, le métabolisme anaérobie et la survie cellulaire [157]. 
 
 
Figure 28: Signalisation de HIF1 alpha (Kenneth, 2008) 
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Il est à noter que l’hypoxie et l’hypoglycémie affectent la stabilité des ARN 
messagers de gènes cibles de HIF. Dans des conditions optimales (absence de tout 
stress), les ARN messagers de VEGF et de GLUT1 ont une demi vie que l’on 
qualifiera de courte (environ 30 minutes), durée qui peut s’étendre jusqu’à huit fois 
plus longtemps si un stress hypoxique ou hypoglycémique survient [158]. 
L’augmentation de la stabilité de ces ARN messagers est en partie médiée par 
l’AMP-activated protein kinase (AMP) et est couplée à la voie de signalisation 
JNK/SAPK [159]. 
Contrairement au VEGFR-2, Il a été reporté que VEGFR-1 contient une 
séquence HIF consensus sur son promoteur, ce qui a pour incidence une 
surexpression de VEGFR-1 en conditions hypoxiques [160]. D’un autre côté, il a été 
prouvé que VEGFR-2 était surexprimé en conditions hypoxiques dans des cellules 
souches embryonnaires [161] et dans différents modèles ischémiques 
expérimentaux [162, 163]. Les deux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 sont donc 
surexprimés en conditions hypoxiques. 
SIGNALISATION P53 
La protéine P53 est activée (50% des cas de CRC) par toutes sortes de stress 
cellulaires incluant l’hypoxie et entraîne la modification de l’expression de plusieurs 
gènes cibles [164]. Jusqu’à récemment, aucun lien clair entre p53 et le VEGF n’avait 
été établi. Cependant, il a été montré récemment que jusqu’à 6% de la population 
avait un polymorphisme (SNP) en amont du site de transcription de VEGFR-1, créant 
ainsi un élément de réponse putatif de p53. Ces résultats montrent que la protéine 
p53 peut stimuler différemment la transcription via un variant polymorphique du 
promoteur de VEGFR-1 liant la signalisation VEGF à la réponse au stress de P53 
chez les humains [165]. 
SIGNALISATION WNT/BETA-CATENIN 
La cascade de signalisation Wnt/beta-catenin est un régulateur clé du 
développement. De plus, la dérégulation de Wnt/beta-catenin est fortement corrélée 
avec des types tumoraux correspondant à des activations anormales des gènes 
cibles de Wnt. De récents résultats indiquent que les composants de cette voie de 
signalisation sont modifiés dans 95% des CRC. La beta-caténine est un régulateur 
transcriptionnelle de l’expression de VEGF. Cette activité est liée à la capacité de la 
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beta-caténine à moduler la chromatine près du gène VEGF [166]. De manière 
inattendue, le VEGFR-1 a été identifié comme un régulateur positif de la voie de 
signalisation Wnt [167]. Ces résultats indiquent une relation entre la signalisation 
VEGF et la signalisation Wnt/beta-catenin dans le cancer du côlon ce qui 
contribuerait à la sensibilité de ce type de tumeur à l’inhibition de l’angiogenèse. 
V- INHIBITION DE L’ANGIOGENESE ET SURVIE DES CELLULES DE 
CANCER COLORECTAL 
L’inhibition angiogénique provoque une boucle de rétro contrôle positif de 
VEGF dans la tumeur. La diminution du flux sanguin augmente l’hypoxie intra-
tumorale induisant en compensation une production de VEGF. De nombreux 
résultats suggèrent qu’une réponse clinique à l’inhibition de l’angiogenèse dépendait 
du nombre de vaisseaux présents et de la capacité de la tumeur à s’adapter aux 
conditions hypoxiques [168]. Les plus importants facteurs de survie produits en 
situation de stress comme l’hypoxie sont ceux produits par HIF et les gènes 
contrôlés par HIF comme le VEGF. Le VEGF, ainsi que son ARN messager peuvent 
induire la survie des cellules tumorales à travers la réponse au stress [150, 152, 
169]. L’effet d’un inhibiteur angiogénique se traduit par sa capacité à inhiber la 
densité microvasculaire et de la réponse de la tumeur face à l’hypoxie. 
Une étude de 2011 faite par Nardo et al a montré par  analyses histologiques 
et par analyses d’images d’animaux portant des tumeurs de cancer ovarien, traités 
par du bevacizumab, que le blocage du VEGF était accompagné par une forte 
déplétion en glucose et en ATP dans les tumeurs xénogreffées. En dépit de la 
réduction de la densité vasculaire par l’action du bevacizumab qui augmente ainsi 
l’hypoxie et induit HIF-1α, la réduction de la taille des tumeurs n’a été observée que 
dans des tumeurs très dépendantes du glucose et accompagnée de la présence de 
grandes régions nécrotiques dans les tumeurs [170]. Comme mentionné plus haut, la 
protéine AMPK est activée en cas de stress énergétique et contribue au maintien du 
niveau intracellulaire en ATP. Le blocage du VEGF est accompagné d’une activation 
d’AMPK dans les tumeurs glucose-dépendantes ce qui a pour résultat la survie 
cellulaire. L’inhibition d’AMPK a été suivie d’une augmentation de la consommation 
de glucose, de la production de lactate et de l’augmentation de la nécrose tumorale 
après blocage du VEGF.  
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Ces résultats suggèrent qu’une réponse thérapeutique à la thérapie 
angiogénique dépend de nombreux facteurs tels que : 
- la réduction de la densité microvasculaire 
- la capacité tumorale à produire des facteurs de survie en réponse au stress 
(hypoxie et glucose) 
- du phénotype glycolytique de la tumeur 
- de la capacité à réguler l’AMPK 
La signalisation autocrine VEGF est importante dans la survie, l’invasion, la 
migration et la chimiorésistance dans le cancer colorectal. Les analyses 
immunohistochimiques des tumeurs de patients ont révélé que les ligands et 
récepteurs VEGF sont surexprimés dans les tissus tumoraux comparés aux 
muqueuses normales et que les cellules de CRC exprimaient des VEGFR-1 et 
VEGFR-2 fonctionnels. Cependant, l’expression de VEGFR-1 seule semble être 
corrélée à la survie de patients de stade II/III de CRC. Une réponse thérapeutique à 
la thérapie angiogénique dépend de nombreux facteurs. Les challenges futurs 
incluent l’identification de biomarqueurs fonctionnels capable de définir les patients 
pouvant bénéficier d’une thérapie dirigée contre le VEGF. VEGFR-1 est en passe de 
devenir un grand biomarqueur pronostic pour les patients de stade II/III mais 
nécessite une validation avec des recherches plus approfondies. 
VI- THERAPIES ANTI ANGIOGENIQUES 
L’angiogenèse est donc une cible thérapeutique de choix en cancérologie. 
Plusieurs pistes sont à envisager quant à la cible, impliquant un nombre important de 
composés disponibles. La cible principale reste le VEGF. 
1) AVASTIN (BEVACIZUMAB, ROCHE) 
Le bevacizumab (Figure 31) ou de son nom commercial Avastin, est un 
anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor). Cette liaison empêche l’interaction avec son récepteur. Il est classé dans la 
catégorie des anti-angiogéniques. L’utilisation de ce composé réduit la croissance de 
nouveaux vaisseaux sanguins, inhibant ainsi l’angiogenèse. Il est capable de lier 
toutes les isoformes du VEGF-A mais n’est pas capable de se lier aux autres formes 
de VEGF (B-E). 
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Figure 29: Avastin (Roche) 
 
Bevacizumab inhibe la croissance tumorale in vitro dans de nombreuses 
lignées cellulaires cancéreuses (dont des lignées cellulaires de CRC) et in vivo dans 
les modèles animaux [171]. Une activité synergique du bevacizumab et d’autres 
agents cytotoxiques de chimiothérapie a été observée dans des modèles de souris 
xénogreffées avec des tumeurs solides [172]. Certains vaisseaux sanguins tumoraux 
parviennent à survivre en l’absence de VEGF. Néanmoins, le blocage thérapeutique 
du VEGF les rend moins perméables et morphologiquement plus semblables à un 
vaisseau dit normal ce qui réduit le risque d’entrée de cellules tumorales dans le 
système sanguin et donc réduit le risque de métastases [173]. Cette normalisation 
réduit aussi la pression intra-tumorale ce qui pourra améliorer la pénétration des 
molécules chimiothérapeutiques. Ces résultats ont été prouvés chez des patients 
atteints de CRC [174] pour lesquels le bevacizumab a diminué le volume et la 
densité micro-vasculaire ainsi que le nombre de cellules endothéliales circulantes. 
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Le bevacizumab associé à la chimiothérapie à base de fluoropyrimidine (5-FU) 
avec ou sans oxaliplatine ou irinotécan est utilisé en traitement de première et 
seconde ligne dans le cancer du côlon métastatique et a pour résultat une 
augmentation significative de la médiane de survie sans progression comparé à 
l’utilisation de la chimiothérapie seule (étude AVANT) [175] . Cela a été confirmé 
dans d’autres études accompagnées dans de nombreux cas d’un effet bénéfique 
quant à l’utilisation de cet anti-VEGF (étude OCEANS, ICON7…) [176, 177].  
Ce composé présente tout de même des effets secondaires, spécialement 
chez les personnes âgées qui présentent un risque plus prononcé de problèmes 
vasculaires ou de problèmes de réparations cicatricielles allant jusqu’à, dans certains 
cas, des perforations gastro-intestinales. La demi-vie de cet anticorps est d’environ 
20 jours après une administration de 1 à 20 mg/kg toutes les deux ou trois semaines. 
2) NINTEDANIB (BIBF 1120, BOERHINGER INGELHEIM) 
Un inhibiteur d’angiokinases (kinases impliquées dans le processus 
angiogénique) a été développé dans le domaine des thérapies ciblées dans la 
thérapie anti-tumorales : le nintedanib (Figure 32). Il s’agit d’une petite molécule 
inhibant l’angiogenèse, dérivée de l’indolinone qui bloque les activités kinases des 
récepteurs VEGF (VEGFR), Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR), et 
des Fibroblastes Growth Factor Receptor (FGFR). Ce composé inhibe l’angiogenèse 
tumorale à travers le blocage de la voie de signalisation VEGF. 
 
Figure 30: Structure chimique Nintedanib 
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Il inhibe l’activité mitotique des protéines kinases et Akt dans trois types de cellule 
jouant un rôle dans l’angiogenèse (Figure 33) : 
- les cellules endothéliales 
- les péricytes (cellules possédant des prolongements cytoplasmiques 
responsables de la régulation du débit sanguin) 
- les cellules musculaires lisses 
Cette inhibition entraîne une diminution de la prolifération cellulaire et de l’apoptose.  
 
Figure 31: Cibles du composé nintedanib (Boerhinger, 2004) 
Dans chaque modèle de tumeurs testé (tumeurs greffées sur des souris 
nude), le nintedanib est actif à des doses n’entraînant pas d’effets secondaires 
importants et provoque, après trois jours de traitement, une réduction du diamètre et 
de la densité des vaisseaux présents sur la tumeur. Après cinq jours de traitement, il 
est possible d’observer une inhibition significative de la croissance de la tumeur. Le 
Nintedanib est rapidement métabolisé in vivo par un clivage méthylester. Cependant, 
en administrant des doses orales quotidiennes, on note des résultats positifs sur le 
modèle de souris xénogreffées car le composé inhibe les RTK cibles durablement 
[178]. 
Le composé est actuellement en phase II et III de développement clinique dans 
de nombreuses pathologies tumorales comme le CRC, l’hépatocarcinome, le cancer 
du poumon non à petites cellules ou encore le cancer ovarien. L’avantage principale 
de ce composé est le mode d’administration oral qui peut être fait au domicile 
contrairement aux traitements au bevacizumab et aflibercept qui se donnent en 
intraveineuse. 
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3) LE VEGF TRAP (AFLIBERCEPT, SANOFI AVENTIS) 
L’aflibercept est une protéine de fusion recombinante entièrement humanisée 
composée de deux domaines : VEGFR-1 et VEGFR-2 fusionnés avec une région 
constante d’immunoglobuline G1 humaine (Figure 34) [179]. L’aflibercept agit comme 
un récepteur VEGF qui inhibe ainsi l’angiogenèse.  
 
Figure 32: Composition des différents éléments de la protéine de fusion aflibercept 
(Zaltrap, Sanofi) 
 
Cette protéine soluble possède une forte affinité pour les ligands VEGF-A, 
VEGF-B et PlGF (Figure 35). Son affinité pour le VEGF est plus grande que le 
bevacizumab [180]. Les essais in vitro sur les cellules endothéliales ont montré 
l’habileté de l’aflibercept à inhiber complètement la phosphorylation du VEGFR-1 et 
VEGFR-2 à travers le VEGF-A. En préclinique, cet anticorps est capable d’inhiber la 
croissance tumorale, l’angiogenèse et d’améliorer la survie de souris xénogreffées 
avec des cellules de cancer de pancréas, d’ovaires et de rein [179]. 
 
 
Figure 33: Cibles de l'aflibercept (Zaltrap, Sanofi) 
Une autre étude préclinique a montré que l’aflibercept bloquait la croissance 
des micrométastases et causait la régression et la normalisation des vaisseaux 
présents au sein de la tumeur [181]. L’essai clinique de phase III VELOUR a étudié 
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la combinaison de l‘aflibercept et du protocole chimiothérapeutique FOLFIRI en 
seconde ligne de traitement du CRC métastatique après échec de traitement avec 
l’oxaliplatine [182]. Le groupe traité avec l’aflibercept a montré une médiane de 
survie supérieure d’un mois et une PFS (Progression Free Survival) de deux mois de 
plus environ. La dose généralement utilisée est de 3mg/kg. Quelques effets 
secondaires sont notés comme une protéinurie ou des ulcérations rectales. 
Voici en tableau 5 le récapitulatif des thérapies anti angiogénique : 
Tableau 5: Récapitulatifs des thérapies anti angiogéniques 
Nom Nature Cible Etude Clinique AMM 
Bevacizumab mAb VEGF-A 
• AVANT 
mCRC 
• OCEANS 
ovarian 
cancer 
• ICON7 
ovarian 
cancer 
• mCRC 
• cancer du sein 
métastatique 
• Cancer du 
poumon non à 
petites cellules 
• Cancer du rein 
• Cancer de 
l’ovaire 
• Glioblastome 
Nintedanib TKI 
VEGFR/ 
FGFR/ 
PDGFR 
• LUME lung-
1 
• LUME lung-
2 
Aucune 
Aflibercept Protéine de 
fusion 
VEGF-
A/VEGF-
B/PlGF 
• VELOUR 
mCRC 
• mCRC 
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CHAPITRE 5 ACTIVATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION EGFR 
Bien que la voie de signalisation VEGF soit importante dans le développement 
des cancers, notamment par son implication dans l’angiogenèse, d’autres voies sont 
activées comme la voie de signalisation EGFR à travers l’activation des récepteurs 
HER par différents ligands. Cette voie EGFR est impliquée dans les mécanismes de 
survie tumoraux. 
I- LES RECEPTEURS HER ET LEURS LIGANDS 
1) RECEPTEURS HER 
Ils existent plusieurs récepteurs de la famille HER (Human Epidermoid 
Receptor). Ce sont tous des RTK (Récepteur Tyrosine Kinase) : 
- ErbB1 ou HER1 ou EGFR 
- ErbB2 ou HER2 ou Neu 
- ErbB3 ou HER3 
- ErbB4 ou HER4 
Un des premiers facteurs de croissance découvert fut l’EGF en 1979 [183]. 
Les récepteurs de facteur de croissance à l’EGF sont des glycoprotéines 
transmembranaires ayant un domaine de liaison extracellulaire avec l’Epidermal 
Growth Factor. Il possède aussi un domaine intracellulaire actif qui contient une 
tyrosine kinase.  
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Les différents récepteurs HER peuvent se combiner entre eux lors des 
dimérisations créant ainsi des homo/hétérodimères aboutissant à une grande 
diversité de voies activées (Figure 36). 
 
Figure 34: Dimérisation des récepteurs HER et effets cellulaires (Han, 2009) 
La probabilité de dimérisation des récepteurs n’est tout de même pas laissé 
au hasard [184]. Les récepteurs HER1, HER3 et HER4 vont chercher à se dimériser 
préférentiellement avec HER2, récepteur qui ne possède pas de ligand connu [185, 
186]. Ces hétérodimères préférentiellement formé avec HER2 proviennent du fait 
que ce dernier est très souvent surexprimé dans le tissu tumoral. 
2) LIGANDS 
Il n’y a pas que l’Epidermal Growth Factor (EGF) qui est capable de se lier aux 
récepteurs HERs. Un nombre important de ligands est à même de se lier et de 
provoquer une dimérisation des récepteurs. La plupart d’entre eux sont résumés 
dans le tableau suivant (Tableau 6). Nous détaillerons uniquement les trois premiers 
qui jouent un rôle principale dans l’étude préclinique et clinique DREAM. 
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Tableau 6: Ligands des récepteurs HER 
Ligands Hers Récepteurs reconnus 
EGF EGFR 
TGF alpha EGFR 
Amphiregulin EGFR 
Epiregulin EGFR, HER4 
HB-EGF EGFR, HER4 
Betacellulin EGFR, HER4 
Neureguline 1 et 2 HER3, HER4 
Neureguline 3 et 4 HER4 
 
L’EGF fait parti d’un réseau complexe de facteurs de croissance et de 
récepteurs qui aident à moduler la croissance cellulaire. Ce facteur (de nature 
hydrophobe) est sécrété et peut se fixer sur un récepteur spécifique induisant une 
signalisation autocrine ou paracrine. Il induit des signaux mitotiques et la 
phosphorylation des MAP kinases dans quasiment la totalité des tissus humains, 
incluant une grande variété de cellules épithéliales et épidermales comme les 
fibroblastes ou les cellules endothéliales [187]. 
Le TGF alpha ou Transforming Growth Factor alpha, a été originellement isolé 
comme facteur sécrété par des fibroblastes transformés. Une exposition de ce 
facteur sur des fibroblastes initie l’émergence d’un phénotype malin [188]. 
Initialement, il avait été nommé sarcoma growth factor avant de rentrer dans la 
classe des cytokines de la famille EGF. La forme soluble mature de TGF alpha, une 
fois sécrétée, agit de façon autocrine et paracrine via une forte affinité à l’EGFR 
[189]. Ce facteur est surexprimé dans les tissus tumoraux et bien qu’il soit connu 
pour avoir une action sur la prolifération cellulaire et la différenciation, il est aussi 
impliqué dans l’angiogenèse et dans le métabolisme et la migration cellulaire. La 
différence entre le TGF alpha et l’EGF est que sa liaison à l’EGFR ne provoque pas 
la protéolyse du récepteur qui pourra être une nouvelle fois activé. 
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L’Amphireguline ou AREG ou encore SDGF (Schwannoma-derived Growth 
Factor) est un facteur de croissance largement exprimé. L’amphireguline soluble est 
sécrétée en réponse à une stimulation ATP, elle-même en réponse à une stimulation 
CXCL12 (un facteur stromale) de cellules épithéliales [190, 191]. L’AREG exerce une 
activité autocrine et paracrine sur les hétérodimères EGFR-HER2 [192]. Elle 
possède une fonction mitogène sur les cellules épithéliales, les kératinocytes, les 
cellules musculaires lisses et les fibroblastes. Dans les cancers, l’amphireguline est 
surexprimée par les cellules dendritiques associées à la tumeur [193]. Elle agit 
positivement sur la progression tumorale en augmentant la prolifération, l’invasion et 
l’angiogenèse [194]. Il est à noter que cette protéine contribue à la résistance des 
cellules tumorales au cisplatine. 
II- SIGNALISATION EGFR 
Les voies de signalisation EGFR ont été largement étudiées et des thérapies 
ont été mises au point visant ce récepteur. Quand un ligand se fixe (comme par 
exemple l’amphiregulin ou l’EGF), on assiste alors à un changement conformationnel 
du récepteur et à une homo ou hétérodimérisation avec d’autres membres de la 
famille HER. S’ensuit une autophosphorylation d’une tyrosine kinase qui sera à 
même d’activer différentes voies de signalisation (Figure 38) dont deux voies 
principales sont à noter : 
- Ras/Raf/MAPK 
- PI3K/AKT/mTOR 
Ces voies vont stimuler la prolifération et vont avoir tendance à inhiber l’apoptose. 
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Figure 35: voie de signalisation EGFR (Amado, 2008) 
Les données expérimentales suggèrent que la signalisation EGFR 
physiologique est impliquée dans l’homéostasie et le bon fonctionnement du système 
intestinal [195]. En effet, la signalisation EGFR contribue à l’intégrité et à la réponse 
aux dommages des muqueuses. Une étude de Miettinen et al a par exemple montré 
que des souris ne possédant pas le gène EGFR ont développé des entérocolites 
nécrosantes (NEC) [196] tandis qu’ une autre a montré que la présence de ligand 
EGFR prévenait cette pathologie [197]. 
Les relations entre la signalisation EGFR et VEGF(R) dans le CRC peuvent 
être médiées par des signalisations autocrines et paracrines [198]. Les ligands 
EGFR sont à même de stimuler la production de VEGF dans différents modèles 
cellulaires [199, 200] alors que l’inhibition de la voie EGFR par un composé comme 
le cetuximab ou l’erlotinib est accompagnée d’une expression réduite de VEGF et 
d’une diminution de l’angiogenèse, au moins dans des modèles surexprimant EGFR 
[200-202]. La capacité du cetuximab (anticorps anti-EGFR) à atténuer l’expression 
du VEGF dans les cellules tumorales dans des conditions normoxiques ou 
hypoxiques se fait à travers la baisse d’expression de la protéine HIF-1α [203]. La 
surexpression de HIF-1α empêche la baisse d’expression du VEGF et confère une 
résistance à l’apoptose induite par le cetuximab [204]. Une exposition prolongée in 
vivo au cetuximab a vu l’émergence de résistance dans des xénogreffes de 
 59 
carcinomes épidermoïdes. Un lien de causalité a relié la hausse de l’expression de 
VEGF au phénotype de résistance. En effet, la résistance in vivo à des anticorps 
dirigés contre l’EGFR a aussi été observée dans des cellules parentales transfectées 
avec un vecteur d’expression VEGF. 
Sur la base de ces résultats, des inhibiteurs tyrosine kinase ou des anticorps 
monoclonaux ciblant l’EGFR ou VEGF(R) ont été combinés dans des modèles 
précliniques avec de bons résultats menant à de nombreux essais cliniques [144, 
201, 205-209]. L’essai clinique le plus complet combinant des inhibiteurs EGFR et 
VEGF(R) a été réalisé chez des patients atteints de cancer du côlon métastatique. 
Une étude randomisée de patients atteints de CRC de stade avancé a révélé une 
activité encourageante de la combinaison de l’anticorps bevacizumab et cetuximab 
comparé aux patients traités uniquement avec cetuximab [210]. Cependant, des 
études plus récentes incluants presque1800 patients ont montré des résultats moins 
optimistes. L’essai CAIRO2 a montré que cette combinaison donnait des résultats 
inférieurs à ceux d’une chimiothérapie classique (FOLFOX avec bevacizumab) en 
terme de survie sans progression et de qualité de vie [211]. Des résultats similaires 
ont été observés dans l’essai clinique PACCE, dans lequel l’utilisation du 
bevacizumab en plus de la chimiothérapie avait été comparée au même traitement 
avec du panitumumab (anticorps anti-EGFR) [212]. Les raisons de ces résultats 
plutôt décevants sont assez difficiles à établir à cause d’un manque de données 
précliniques. Une des explications serait l’activité limitée des anticorps monoclonaux 
qui seraient incapables d’agir sur la signalisation de survie intracellulaire. Une autre 
possibilité serait que la combinaison des différents agents ait un effet cytotoxique 
nécessitant une diminution de la dose, réduisant ainsi l’efficacité du traitement. 
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III- EXPRESSION D’EGFR DANS LES CANCERS 
Une dérégulation d’EGFR est souvent observée dans les tumeurs [213]. Cette 
protéine est notamment surexprimée dans 60 à 80% des cas de cancer colorectal 
(Tableau 6). 
Tableau 7: Surexpression de l'EGFR dans les cancers 
Cancers Surexpression d’EGFR 
CRC 60-80% 
Epidermoïde de la tête et du cou 95-100% 
Poumon 40-80% 
Sein 15-90% 
Ovaire 35-70% 
Une surexpression du récepteur à l’EGF accompagnée de son activation va 
favoriser l’apparition de caractères cancéreux comme la croissance tumorale, la 
migration cellulaire, l‘angiogenèse ou la résistance à l’apoptose. C’est cette 
surexpression d’EGFR qui justifie les thérapies anti-EGFR comme option 
thérapeutique. Cependant, les niveaux d’expression d’EGFR sont seulement 
rarement associé à une réponse à l’inhibition d’EGFR, en particulier pour le cancer 
du côlon métastatique [214-216].  
IV- CIBLER LE RECEPTEUR EGFR 
L’échec de certains essais cliniques a mis en lumière une influence génétique 
que ce soit au niveau des gènes KRAS, BRAF ou PIK3CA. 
1) ANTI-EGFR ET STATUT KRAS 
La mutation active KRAS est présente dans environ 40% des cancers 
colorectaux [217]. La majorité des mutations de KRAS (90-95%) se produit sur le 
codon 12 et 13 [218]. L’ASCO (American Society of Clinical Oncology) préconise un 
dépistage tumoral pour une mutation KRAS pour les patients candidats à une 
thérapie anti-EGFR. Les patients possédant une mutation sur le codon 12 ou 13 
avec un CRC métastatique ne devraient pas recevoir de thérapie contenant 
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d’anticorps anti-EGFR [219]. Certaines remarques ont été émises sur le fait que les 
mutations KRAS pouvaient ne pas avoir de liens avec la résistance aux anticorps 
monoclonaux anti-EGFR. Ce point reste par ailleurs à être démontré plus 
amplement. 
2) ANTI-EGFR ET STATUT BRAF 
La mutation active BRAF est retrouvée en moyenne dans 5 à 10% des CRC 
métastatiques avec une mutation prédominante V600E [220]. Les mutations BRAF 
sont considérées comme un facteur pronostic négatif pour le patient. Des études ont 
cherché si un lien existait entre la mutation BRAF et l’échec/réussite d’une thérapie 
d’anticorps anti-EGFR. Il a été suggéré que cette mutation était associée à une 
absence de réponse ou à une réponse très inférieure aux anticorps monoclonaux 
(mAb) anti-EGFR comparé au BRAF non muté [221-223]. Une autre étude a montré 
qu’en dépit du statut BRAF muté, les patients étaient à même de bénéficier d’une 
thérapie de ce type (essai CRYSTAL et OPUS). Cependant, devant des résultats 
mitigés, l’utilisation en routine du statut BRAF n’est pas utilisée  pour le cancer 
colorectal métastatique. 
3) ANTI-EGFR ET LA VOIE DE SIGNALISATION PTEN 
Plusieurs études tendent à dire qu’une mutation active sur le gène PIK3CA 
et/ou la perte d’expression de PTEN pourraient ne pas être corrélées à un bénéfice 
de traitement par mAb anti-EGFR [224]. Cependant, la taille de l’étude réalisée, le 
manque de standardisation du marquage histologique ainsi que l’analyse du spectre 
de mutations PIK3CA montre qu’une clarification serait nécessaire pour valider de 
tels résultats. 
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V- THERAPIE ANTI EGFR 
La plupart des essais cliniques impliquant des inhibiteurs d’EGFR, que ce soit 
des anticorps monoclonaux ou des TKI (Tyrosine Kinase Inhibitor), n’ont pas été 
concluants. Cependant, de nouvelles molécules ont été développées et présentent 
un potentiel thérapeutique des plus intéressants. 
1) CETUXIMAB (ERBITUX, MERCK) 
Cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique qui se lie spécifiquement à 
l’EGFR avec une forte affinité, empêchant tout ligand d’interagir avec ce récepteur. Il 
possède donc une affinité supérieure aux ligands TGF alpha et EGF et bloque la 
phosphorylation du récepteur [225] (Figure 38). 
 
Figure 36: Activité du cetuximab (Bou-Assaly, 2010) 
 
Des études précliniques ont montré que cet anticorps, par l’intermédiaire de 
l’inhibition EGFR, inhibe la voie de signalisation MAPK. Il existe une forte corrélation 
entre la concentration du composé nécessaire pour bloquer l’activation des MAPK et 
celle inhibant la prolifération cellulaire. Il y a de fortes raisons de penser que le 
cetuximab agit en provoquant l’internalisation du récepteur, réduisant ainsi le nombre 
de récepteurs disponibles à la surface cellulaire [226]. 
Dans le CRC, les essais cliniques de combinaison de cetuximab n’ont pas été 
très concluants. Les effets de la combinaison du cetuximab avec la capecitabine, 
l’oxaliplatine et le bevacizumab pour le cancer métastatique du côlon ont montré une 
EGFR 
HER2 
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très légère survie sans progression avec une qualité de vie inférieure. La mutation du 
gène KRAS a été considérée dans cette étude comme un facteur prédictif du 
traitement [211].  
2) TARCEVA (ERLOTINIB, ROCHE) 
Tarceva est un inhibiteur tyrosine kinase qui cible l’activité kinase EGFR 
(Figure 39). Ce composé peut donc, en se fixant sur le récepteur, ralentir ou bloquer 
les signaux mitotiques et amener éventuellement la cellule à entrer en apoptose. Ce 
composé cible autant les cellules saines que les cellules tumorales. 
   
Figure 37: Mécanisme d'action Tarceva 
 
Il est recommandé actuellement pour le traitement en première ligne du 
cancer du poumon, en thérapie de maintenance et en seconde et troisième thérapie 
des stades avancés de cancer du poumon non à petites cellules. Il est actuellement 
testé dans le cancer du côlon métastatique dans l’étude GERCOR DREAM. 
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3) GILOTRIF (AFATINIB, BOERHINGER INGELHEIM) 
L’afatinib (Figure 42) a été conçu pour se lier de façon covalente et irréversible 
aux récepteurs tyrosine kinase de la famille HER. 
 
Figure 38 : Structure chimique Afatinib 
 
Des essais in vivo ont été réalisés pour montrer l’efficacité du composé dans 
une série de modèles mutés pour le gène EGFR (conditions physiologiques dans le 
cancer du poumon mais pas dans le CRC). Le composé a aussi été testé dans des 
lignées insensibles à l’erlotinib. L’afatinib est supérieur à l’erlotinib dans tous les 
types de mutations et montre une forte activité causant une régression tumorale 
dans les adénocarcinomes murins [227]. Il est à noter que cet inhibiteur tyrosine 
kinase peut être utilisé en combinaison avec la rapamycine, un inhibiteur mTOR 
(mammalian Target Of Rapamycin), ce qui a pour effet une régression totale de la 
tumeur dans les modèles cancer du poumon [228]. L’afatinib est un inhibiteur 
tyrosine kinase des membres de la famille HER/ErbB potentiellement efficace dans 
les cancers dépendants de la signalisation EGFR/HER2. Cet inhibiteur de la voie 
EGFR, tout comme l’erlotinib, est utilisé dans le traitement de première ligne du 
cancer du poumon (NSCLC). L’essai clinique LUX-Lung 3 en 2011 a montré une 
amélioration de la médiane PFS de 4 mois ce qui constitue une amélioration majeur 
pour cette pathologie [229]. 
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Voici en tableau 5 le récapitulatif des thérapies anti-EGFR/HER : 
Tableau 8: Récapitulatif des thérapies enti-EGFR 
Nom Nature Cible Etude Clinique AMM 
Cetuximab mAb EGFR 
• CAIRO2 • mCRC 
• Cancer de la 
tête et du cou 
Tarceva TKI EGFR 
• GERCOR 
DREAM 
mCRC 
• mNSCLC 
Gilotrif TKI 
HER 
family 
• Lux Lung 
NSCLC 
• Aucune 
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 OBJECTIFS DES TRAVAUX 
Le cancer colorectal est une pathologie majeure avec plus d’1,2 million de 
nouveaux cas chaque année. L’échec du traitement est lié à l’invasion et à la 
résistance aux drogues. Dans le CRC, les cellules tumorales sont la principale 
source de VEGF. De manière intéressante, les cellules de CRC expriment des 
récepteurs au VEGF à leur surface. De ce fait, les cancers colorectaux opèrent une 
signalisation VEGF autocrine et paracrine. Bien que l’influence d’inhibiteurs 
angiogéniques sur les cellules endothéliales associées à la tumeur aient déjà été 
grandement caractérisée, peu de choses sont connues sur le fonctionnement 
biologique et physiologique de la signalisation VEGF. C’est pour répondre à cette 
question que nous avons publié une revue. 
Le but de ce travail de thèse a été de caractériser l’influence de la signalisation 
VEGF, particulièrement de la signalisation autocrine VEGF sur la biologie et la 
sensibilité/résistance aux médicaments anti-cancéreux des cellules de cancers 
colorectaux. Le but était donc de caractériser l’impact de la signalisation autocrine 
VEGF dans des modèles CRC avec une résistance innée au bevacizumab et de 
déterminer si un inhibiteur EGFR pouvait augmenter l’activité du bevacizumab. 
1. Des modèles de CRC avec une résistance intrinsèque au bevacizumab 
montre une forte signalisation HIF-VEGF-VEGFR et sont sensibles à une petite 
molécule développée par Boerhinger Ingelheim : le nintedanib. 
Beaucoup de patients atteints de CRC sont naturellement résistants au 
bevacizumab, un anticorps monoclonal ciblant le VEGF dans l’environnement 
tumoral. Pour l’instant, il n’y a pas d’éléments tangibles montrant  que des tumeurs 
résistantes aux anticorps monoclonaux puissent être sensibles au traitement 
contenant des inhibiteur de récepteurs tyrosine kinases (RTK) comme le nintedanib, 
qui agissent sur la même voie de signalisation par inhibition de l’activité catalytique 
du récepteur VEGF. Nous avons voulu déterminer l’influence du bevacizumab et du 
nintedanib sur des modèles de souris xénogreffées avec différentes sensibilités au 
bevacizumab. De plus, nous avons souhaité déterminer l’influence de ces 
traitements sur la voie de signalisation VEGF.  
L’ensemble des données obtenues est rapporté sous forme d’un article paru 
dans Oncotarget en 2014, sélectionné pour un commentaire éditorial dans 
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Oncoscience. 
2. Combinaison du bevacizumab et d’inhibiteur EGFR : l’inhibition du VEGF est 
accompagné d’une activation d’EGFR dans des modèles de cancer colorectal 
indépendamment du statut KRAS supportant un rationnel pour la combinaison 
du bevacizumab et de l’erlotinib dans l’étude de phase III GERCOR DREAM. 
Les voies de signalisation EGFR et VEGF(R) sont étroitement liées dans les 
modèles de CRC et le ciblage de ces deux voies montre au moins une activité 
synergique dans des modèles de CRC préclinique. Mes résultats indiquent que la 
combinaison du bevacizumab et d’une petite molécule ciblée anti-EGFR appelée 
erlotinib est significativement plus efficace que chacun des agents utilisés seuls dans 
des modèles de CRC avec différentes sensibilités au bevacizumab et de statuts 
KRAS. J’ai ensuite démontré que le bevacizumab activait la voie de signalisation 
EGFR comme cela avait déjà été décrit pour l’irinotécan et les irradiations ionisantes. 
Les résultats suggèrent que le statut mutant KRAS a une plus faible influence quand 
on utilise des TKIs anti-EGFR que lorsque l’on utilise des anticorps monoclonaux et 
que les cellules de CRC naturellement résistantes au bevacizumab peuvent être 
sensibles aux TKIs ciblant les mêmes voies de signalisation. 
Mes résultats en cours de publication ont fourni les bases mécanistiques de 
l‘étude positives DREAM, un essai clinique de phase III dirigé par les cliniciens de 
l’hôpital Saint Antoine dans lequel le bevacizumab est utilisé en combinaison avec 
l’erlotinib chez des patients CRC. 
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Translational significance 
 
Although combinations of EGFR and VEGF(R)-targeted agents have 
predominantly shown at least additive activity in preclinical colorectal 
cancer (CRC) models; the clinical activity of bevacizumab in combination 
with EGFR-directed antibodies has been disappointing, in particular for 
patients with mutant KRAS. We now show that combinations of 
bevacizumab and erlotinib are significantly more active than 
bevacizumab alone in CRC models with different KRAS status and 
bevacizumab sensitivity. We further show that bevacizumab activates 
EGFR-mediated survival signaling in the tumor cells as well as in the 
tumor-associated endothelial cells which is attenuated in the presence of 
erlotinib. In addition, erlotinib down-regulates the production of the EGFR 
ligands TGF-alpha and amphiregulin. These results indicate that the 
combination of bevacizumab and erlotinib might be more active in 
maintenance therapy than bevacizumab alone, even for patients with 
mutant KRAS status, thereby providing the rational basis for the positive 
GERCOR phase III DREAM trial. 
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Background. We have recently shown that EGFR- and VEGF(R)-
targeted small molecules showed synergistic activity in colorectal cancer 
(CRC) models refractory to combinations of monoclonal antibodies 
independent of KRAS status. We here wished to determine the activity of 
bevacizumab in combination with erlotinib and to elucidate the molecular 
basis for the activity of the combination. 
 
Material and methods. Three human CRC xenograft models, SW48 
(KRAS wt, bevacizumab sensitive), HT-29 (KRAS wt, bevacizumab 
resistant) and SW620 (KRAS mutant, bevacizumab sensitive) were 
established in nude mice. Animals were treated with bevacizumab and 
erlotinib, alone and in combination, and the influence on tumor growth, 
and the presence of activated EGFR was determined. The influence of 
erlotinib on the viability of CRC cells and EGFR ligand expression was 
established under normoxia, hypoxia and hypoxia/reoxygenation. 
 
Results. Combinations of bevacizumab and erlotinib were significantly 
more active than bevacizumab alone for all three xenograft models. 
Quantitative IHC analysis showed that bevacizumab activated EGFR in 
the tumor cells as well as in the tumor-associated endothelial cells which 
was attenuated by erlotinib. Erlotinib was more cytotoxic toward CRC 
cells under hypoxia and hypoxia/reoxygenation than under normoxia and 
was able to downregulate the EGFR ligands TGF-alpha and 
amphiregulin under all experimental conditions. 
 
Conclusions. We here show that combinations of bevacizumab and 
erlotinib are significantly more active than bevacizumab alone in CRC 
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models with different KRAS status and bevacizumab sensitivity. These 
findings provided the rational basis for the positive GERCOR phase III 
DREAM trial. 
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Introduction 
 
Therapies directed against oncogenic signaling pathways are 
approved for multiple tumor types. Often, the clinical outcome has been 
less than expected, in part due to activation of compensatory survival 
signaling in response to pathway blockage. As a result, there is 
increasing interest in joint inhibition of multiple pathways (1 Gossage & 
Eisen, 2010). The epidermal growth factor receptor (EGFR) and the 
vascular endothelial growth factor (VEGF(R)) pathways are validated 
targets for the treatment of patients with metastatic colorectal cancer 
(mCRC). There is extensive cross-talk between these two signaling 
pathways leading to promotion of tumor cell proliferation, survival and 
dissemination (for review, see 2 Larsen et al., 2011). In agreement, 
combinations of VEGF(R)- and EGFR-directed compounds have 
consistently shown at least additive activity in preclinical CRC models (3-
8 Ciardiello et al., 2000; Shaheen et al., 2001; Ciardiello et al., 2004; Sini 
et al., 2005; Yokoi et al., 2005; Tonra et al., 2006) as well as in xenograft 
models for pancreatic cancer, non-small cell lung cancer (NSCLC) and 
melanoma (8-10 Tonra et al., 2006; Naumov et al., 2009; Schicher et al., 
2009). These positive findings prompted two large clinical trials, CAIRO2 
and PACCE, where EGFR-targeted antibodies (mAbs) were added to 
bevacizumab and chemotherapy for treatment of patients with mCRC 
(11,12 Tol et al., 2009; Hecht et al., 2009). However, the addition of 
EGFR-targeted mAbs to bevacizumab plus chemotherapy was no better 
than bevacizumab plus chemotherapy alone, even for patients with wild-
type KRAS tumors and was detrimental for patients with KRAS mutant 
tumors.  
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To determine if these disappointing results were pathway- or agent-
related, we compared the antitumor activity of the combination of two 
mAbs, bevacizumab and cetuximab, with the combination of two small 
molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs), nintedanib and afatinib, in the 
same CRC xenograft model (13 Poindessous et al., 2011). The results 
showed that the combination of the two antibodies was no more active 
than either agent alone, in agreement with the clinical findings. In 
contrast, the combination of the TKIs showed synergistic antitumor 
activity, suggesting that the disappointing results of the clinical trials were 
due to an incompatibility between the mAbs. Unexpectedly, the TKI 
combination was also active in CRC models with mutant KRAS status 
(13 Poindessous et al., 2011) suggesting that mutant KRAS may not be 
a limiting factor for EGFR-directed TKIs like it is for the EGFR-directed 
mAbs (14 Normanno et al., 2009). These findings point to potential 
differences between mAbs and TKIs targeting the same pathway, which 
is concordant with clinical trials in NSCLC where EGFR mutations were 
associated with sensitivity to TKIs but not to cetuximab (15 Mukohara et 
al. 2005). 
Erlotinib is a small molecule tyrosine kinase inhibitor approved for 
treatment of locally advanced or metastatic NSCLC and pancreatic 
cancer (16,17 Shepherd et al., 2005; Moore et al., 2007). Erlotinib is 
highly selective for the EGFR family of receptor tyrosine kinases at 
physiological concentrations of ATP (18 Kitagawa et al., 2013).  
We now show that bevacizumab exposure is accompanied by EGFR 
activation in the tumor cells as well as in the tumor-associated 
endothelial cells (TECs) which can be attenuated by erlotinib. 
Accordingly, combinations of bevacizumab and erlotinib were 
significantly more active than bevacizumab alone in different CRC 
models, independent of KRAS status and bevacizumab sensitivity. 
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These findings provided the rational basis for the positive GERCOR 
phase III DREAM trial. 
 
 
Materials and Methods 
 
Drugs and chemicals 
Bevacizumab (Avastin) was provided by Roche while erlotinib 
(Tarceva) was purchased from LC Laboratories. 
 
Xenograft models 
The antitumor effects of bevacizumab, erlotinib and their 
combination were evaluated in athymic mice (female NMRI-Foxn1n, 6 
weeks old) from Taconic bearing SW48, HT-29 or SW620 xenografts. 
Two to five million cells were injected into the right flank, and the 
treatments were started when the tumors were palpable (median tumor 
volume ~100 mm3). The animals were weighed daily and the tumor size 
was determined three times per week as described previously (19 
Mésange et al., 2014). Tumor volumes (mm3) were calculated according 
to formula: [(length² x width)/ 2]. Boxplot analysis of the weights and 
tumor volumes was carried out using the GraphPad Prism version 5.00 
software (GraphPad Software). Treated/Control (T/C) values were 
calculated as follows: average tumor volume of treated animals/average 
tumor volume of control animals x 100. Animals were treated according 
to institutional guidelines. 
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ELISA assay for VEGF 
Healthy tumor tissues were collected from untreated, frozen tumors 
(three tumors per xenograft model), and protein extracts were prepared 
in RIPA buffer according to the manufacturer’s instructions. VEGF levels 
were determined by Quantikine ELISA (R&D System # DVE00 (human, 
tumor-derived VEGF) and MMV00 (murine, stroma-derived VEGF). The 
values represent the average of 3 independent experiments, each done 
in duplicate. 
 
Immunohistochemistry 
Biomarker analysis was carried out with tumors collected after 4 
weeks of treatment. The following antibodies were used for 
immunohistochemistry (IHC) analysis: anti-pEGFR (sc-12351, Santa 
Cruz Biotechnology) that recognizes phospho-Tyr 1173, anti-EGFR (sc-
03, Santa Cruz Biotechnology), anti-pHER3 (#4791 Cell Signaling) that 
recognizes phospho-Tyr1289 and anti-CD31 (BD Bioscience # 550274) 
to determine the vascular density. The relevant Cy3-conjugated 
secondary antibodies were obtained from Jackson ImmunoResearch. All 
images were captured by a fluorescence microscope and the 
fluorescence intensities were determined by the MetaMorph software 
(Universal Imaging Corporation) for quantitative image analysis. For the 
quantitative analysis of the signal intensity for pEGFR, EGFR and 
pHER3, the data represents the average fluorescence intensity of treated 
tumors compared to the treatment intensity of control tumors and is the 
average of 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. Blood vessel 
density is expressed as the CD31-positive area, in % of total, and 
represents the averages of at least 6 fields/tumor for at least 3 different 
tumors.  
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For the determination of pEGFR expression by the tumor-associated 
endothelial cells, double labeling was carried out for pEGFR and CD31 
and the degree of colocalization was determined by semi-quantitative 
analysis as illustrated in Figure 3. Only blood vessels where the entire 
rim could be assessed were included in the analysis with at least 12 
blood vessels per treatment. 
 
Tumor cells and viability assays 
HT-29 and SW620 cells were kindly provided by Richard Camalier, 
Division of Cancer Treatment and Diagnosis tumor repository (NCI, US) 
whereas SW48 cells were a generous gift from Richard Hamelin (Saint-
Antoine Research Center, Paris, France).  
Cellular viability was determined by the MTT 
(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) viability assay after 120 
hrs drug exposure as described previously (20,21 Poindessous et al., 
2003; Soares et al., 2007) with minor modifications. Cells were plated in 
24-well plates and allowed to attach for 18 hrs under standard culture 
conditions (normoxia, 21% O2). Then, cells were exposed to the 
indicated concentrations of erlotinib for 120 hrs according to one of the 
following three protocols: 1) 120 hrs under normoxia, 2) 48 hrs hypoxia 
(1% O2) followed by 72 hrs under normoxia, or 3) 24 hrs hypoxia 
followed by 24 hrs normoxia, 24 hrs hypoxia and 48 hrs normoxia 
(hypoxia/reoxygenation).  
 
ELISA assays for EGF, TGF-alpha and amphiregulin 
Cells were seeded and allowed to attach for 24 hrs followed by 24 hrs 
incubation in serum-free media under normoxic or hypoxic conditions. 
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The conditioned media was collected and concentrated using Amicon 
ultracentrifugal filter units. The levels of secreted EGF, TGF-alpha and 
amphiregulin were determined by Quantikine ELISA (R&D System # 
DEG00 for EGF, # DTGA00 for TGF-alpha and # DAR00 for 
amphiregulin) according to the manufacturer’s instructions. The values 
represent the average of 3 independent experiments, each done in 
duplicate. 
 
Statistical analysis 
The statistical analysis of experimental data was performed using a 
Student's paired t-test, and results are presented as mean ± standard 
deviation (SD).  
 
 
Results 
 
Erlotinib increases the antitumor activity of bevacizumab in 
colorectal cancer models 
Three different xenograft models were used to establish the 
influence of erlotinib on the antitumor effects of bevacizumab. This 
includes SW48 that is KRAS wt and bevacizumab sensitive, HT-29 that 
is KRAS wt and bevacizumab resistant (19 Mésange et al., 2014) and 
SW620 that is KRAS mutant and bevacizumab sensitive. To facilitate the 
detection of a synergistic effect between the two drugs, bevacizumab 
was administered at a lower dose (1 mg/kg i.p. every 3 days) to mice 
with SW48 and SW620 tumor xenografts than to mice with HT-29 
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xenografts (5 mg/kg i.p. every 3 days), while the dose of erlotinib was the 
same for all three models (100 mg/kg p.o. once daily).  
No lethality or weight loss was observed for any of the treatment 
groups, although the weight gain was less for mice receiving erlotinib-
containing regimens than for mice treated with vehicle or bevacizumab 
alone (data not shown).  
The antitumor activities of both bevacizumab and erlotinib were 
comparable for SW48 and SW620 xenografts with T/C values (average 
tumor volume of treated animals/average tumor volume of control 
animals x100) of 54 and 53 for bevacizumab and 64 and 69 for erlotinib, 
respectively (Figure 1). Combined treatment with bevacizumab and 
erlotinib increased the antitumor activity to T/C values of 31 and 36, 
respectively, which is significantly different from bevacizumab alone (p < 
0.01). To confirm the activity of the bevacizumab plus erlotinib 
combination toward the KRAS mutant SW620 tumors at clinically 
relevant bevacizumab concentrations, the experiment was repeated in 
the presence of a standard dose of bevacizumab (5 mg/kg). Under these 
conditions, the T/C value was 27 for bevacizumab alone and 16 for the 
combination (p < 0.001) (data not shown).  
High dose bevacizumab was accompanied by modest tumor growth 
inhibition for HT-29 xenografts (T/C: 68) whereas erlotinib treatment was 
associated with an unexpected strong antitumor activity (T/C: 36). The 
combination of the two drugs gave a T/C value of 27, which is 
significantly (p < 0.001) more than what was observed for bevacizumab 
alone (Figure 1).  
Therefore, the bevacizumab plus erlotinib combination was 
significantly more active than bevacizumab alone in all three xenograft 
models independent of bevacizumab sensitivity and KRAS status.  
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VEGF is principally of human origin in CRC xenografts  
Bevacizumab is specific for human VEGF, and will therefore only 
neutralize VEGF produced by the tumor cells, but not murine VEGF 
secreted by the tumor-associated stromal cells. To evaluate the 
contribution of stromal VEGF, tissue extracts were prepared from 
untreated SW48, HT-29 and SW620 tumors and the concentration of 
murine and human VEGF was determined by ELISA analysis. (data not 
shown). The result show that murine VEGF represents a minor fraction 
of the total VEGF (2.5 to 5.3%), in agreement with previous findings (19 
Mésange et al.,2014). Therefore, VEGF signaling is principally mediated 
by tumor-derived, human VEGF in all three CRC xenograft models.  
 
Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination on EGFR 
signaling in colorectal cancer models 
To explore the mechanistic basis for the activity of the bevacizumab 
plus erlotinib combination, the levels of total and phosphorylated EGFR 
were determined by immunhistochemistry followed by quantitative image 
analysis. The results show that prolonged erlotinib exposure was 
accompanied by decreased levels of the active, autophosphorylated form 
of EGFR which was most pronounced for SW48 (66% inhibition, 
compared to the vehicle control) followed by SW620 (50% inhibition) and 
HT-29 xenografts (35% inhibition). Unexpectedly, bevacizumab 
treatment was accompanied by EGFR activation ranging from ~140% for 
the bevacizumab-sensitive SW48 and SW620 xenografts to ~200% for 
the bevacizumab-resistant HT-29 xenografts. The addition of erlotinib to 
bevacizumab was accompanied by a highly significant (p < 0.001) 
decrease in pEGFR levels for all three CRC models (Figure 2). 
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To probe the reasons for the altered pEGFR levels, 
immunohistochemistry analysis was carried out for total EGFR. The 
results show that bevacizumab had no detectable influence on EGFR 
levels whereas erlotinib alone or in combination was accompanied by a 
modest increase of total EGFR that never reached significance. 
Therefore, the drug-associated changes in the levels of phosphorylated 
EGFR are not linked to altered expression of EGFR protein. 
The antitumor activity of erlotinib and gefitinib is not only mediated 
via their effect on EGFR homodimers, but also via inhibition of EGFR-
HER3/ErbB3 heterodimers (22,23 Engelman et al., 2005; Buck et al., 
2006). In agreement, erlotinib decreased the levels of pHER3 whereas 
bevacizumab had no detectable effects (Figure 2). The addition of 
erlotinib to bevacizumab was accompanied by a significant (p < 0.01) 
decrease in the levels of pHER3 compared to bevacizumab alone, which 
was most marked for the HT-29 xenografts. 
Taken together, these results show that the combination of 
bevacizumab plus erlotinib decreases the levels of pEGFR and pHER3 
in colorectal cancer xenografts, compared to bevacizumab alone. 
 
Influence of bevacizumanb, erlotinib and their combination on 
tumor-associated endothelial cells 
The microvascular density of SW48, HT-29 and SW620 xenografts 
was compared by IHC with a CD31-directed antibody followed by 
quantitative image analysis. The results (Figure 2) indicate that 
bevacizumab reduces the microvascular density by ~ 65% in the 
bevacizumab-sensitive SW48 and SW620 xenografts compared to ~ 
30% for the bevacizumab-resistant HT-29 xenografts. In contrast, 
erlotinib treatment was accompanied by a reduction of the vascular 
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density in all 3 xenograft models. Interestingly, the addition of erlotinib to 
bevacizumab doubled the reduction of the microvascular density for HT-
29 xenografts (70% vs 36% for bevacizumab alone compared to 
bevacizumab plus erlotinib) suggesting that EGFR-signaling contributed 
to the bevacizumab resistance of these tumors. The combination of 
bevacizumab plus erlotinib was also more effective than bevacizumab 
alone for SW48 and SW620 tumors, although this only reached 
significance for SW620. 
Endothelial cells in the microenvironment of colorectal tumors 
(TECs) often express functional EGF receptors (7,24 Yokoi et al., 2005; 
Amin et al., 2006). To determine the influence of bevacizumab, erlotinib 
and their combination on the endothelial EGFRs, we developed a semi-
quantitative approach as illustrated in Figure 3, top. Tumors were 
double-labeled for pEGFR and CD31 and the degree of colocalization 
was determined for blood vessels where the entire vessel rim could be 
assessed. Endothelial blood vessels exclusively labeled with CD31 
received a score of 0, endothelial vessels displaying some colocalization 
between CD31 and pEGFR received a score of 1 whereas blood vessels 
with strong colocalization received a score of 2. The results show that 
bevacizumab treatment was accompanied by an increase in TEC-
associated pEGFR whereas TEC-associated pEGFR was attenuated 
following treatment with erlotinib. The combination of bevacizumab plus 
erlotinib was associated with a highly significant (p < 0.001) decrease in 
pEGFR compared to bevacizumab alone in all three xenograft models.  
Therefore the addition of erlotinib to bevacizumab was accompanied 
by decreased microvessel density as well as by a reduction of TEC-
associated pEGFR levels, compared to bevacizumab alone. 
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Cytotoxic activity of erlotinib toward colorectal cancer cells under 
normoxia, hypoxia and hypoxia/reoxygenation 
It has been reported that gefitinib is less active under hypoxia than 
under normoxia toward NSCLC cells expressing wt EGFR protein (25 
Minakata et al., 2012). Considering that treatment with angiogenesis 
inhibitors such as bevacizumab is typically accompanied by either 
transient or prolonged hypoxia in solid tumors, we determined the 
sensitivity of SW48, HT-29 and SW620 cells to erlotinib under normoxia, 
hypoxia or hypoxia/reoxygenation as outlined in material and methods. 
The results (Table 1) show that all cell lines were relatively resistant to 
erlotinib in vitro which was most pronounced for the SW620 cells. 
Importantly, erlotinib showed stronger cytotoxic activity under hypoxia or 
hypoxia/reoxygenation than under normoxia for all three cell lines (p < 
0,05). 
 
Secretion of EGFR-ligands in colorectal cancer cells under 
normoxia and hypoxia 
The activity of EGFR is principally mediated by EGFR ligands. We 
therefore compared the levels of selected EGFR ligands including EGF, 
TGF-alpha and amphiregulin in the conditioned media of SW48, HT-29 
and SW620 cells. The results show that all cell lines expressed very low 
levels of EGF, below 1 pg/µg of total protein (data not shown). TGF-
alpha was expressed at higher levels ranging from ~ 15 pg/µg total 
protein for SW48 and HT-29 cells to ~ 37 pg/µg total protein for SW620 
cells under standard culture conditions (Figure 4A). Hypoxia was 
accompanied by a 2.5-fold increase in TGF-alpha secretion for SW48 
cells, but had modest influence on HT-29 and SW620 cells (Figure 4A).  
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Amphiregulin was highly expressed by all 3 cell lines ranging from 
445 pg/µg protein for SW620 cells to 1345 pg/µg protein for SW48 cells 
and 3901 pg/µg protein for HT-29 cells (Figure 4B). The expression of 
amphiregulin was further increased under hypoxia, in particular for SW48 
cells and, to a lesser degree, for HT-29 cells. In comparison, hypoxia 
was accompanied by a small, non significant decrease of amphiregulin 
secretion for SW620 cells. We next determined the influence of erlotinib 
(10 µM) on amphiregulin secretion. Erlotinib reduced the secretion of 
amphiregulin by ~ 30% for all cell lines under normoxia (Figure 4C). The 
capacity of erlotinib to attenuate amphiregulin secretion was further 
enhanced under hypoxia, where amphiregulin levels were reduced up to 
80%. 
Taken together, these results show that all three cell lines express 
high levels of amphiregulin, which was further upregulated under hypoxia 
in KRAS wt cells. The presence of erlotinib was accompanied by 
reduced amphiregulin secretion whatever the oxygen concentration and 
KRAS phenotype. 
 
Discussion 
 
We here show that the combination of bevacizumab and erlotinib 
was significantly more active than bevacizumab alone in all CRC 
xenograft models studied, independent of bevacizumab sensitivity and 
KRAS status. Biomarker analysis revealed that bevacizumab exposure 
activated EGFR in the tumor cells as well as in the tumor-associated 
endothelial cells (TECs) which could be attenuated by erlotinib. Although 
this is, to the best of our knowledge, the first report documenting the 
activation of EGFR by bevacizumab, the result is fully coherent with the 
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well-documented role of EGFR in survival signaling that is activated by 
different types of cellular stress including hypoxia. Stress-induced EGFR 
activation can proceed via several, not necessarily mutually exclusive, 
pathways including 1), upregulation of EGFR ligands such as 
amphiregulin (26,27 O'Reilly et al., 2006; Bordoli et al., 2011) and TGF-
alpha (25 Minakata et al., 2012) thereby stimulating EGFR 
autophosphorylation; 2), Src upregulation (28 Petitprez & Larsen 2013) 
leading to increased transphosphorylation of EGFR; 3), Hypoxia-
mediated membrane modifications increasing the local EGFR 
concentration (29,30 Lee et al., 2009; Wang et al., 2012); 4), attenuation 
of endocytosis (31 Wang et al., 2009) thereby prolonging receptor 
signaling at the plasma membrane; and 5), translational upregulation of 
EGFR (32 Franovic et al., 2007). Among these possibilities, our 
biomarker analysis does not provide support for EGFR upregulation in 
any of the bevacizumab-treated tumors whereas the in vitro data suggest 
that TGF-alpha and amphiregulin is upregulated by hypoxia in the KRAS 
wt cell lines. 
Erlotinib exposure was accompanied by decreased microvascular 
density in agreement to what has been observed for cetuximab (3,33,34 
Perrotte et al., 1999; Ciardiello et al., 2000; Bruns et al., 2000). Active 
EGF receptors are expressed on the surface of TECs from surgical 
samples and tumor xenografts (7,24,35 Yokoi et al., 2005; Amin et al., 
2006; Sasaki et al., 2008) and are considered a direct target for EGFR-
directed therapies (34,36,37 Bruns et al., 2000; Amin et al., 2008; Kuwai 
et al., 2008). In agreement, active phosphorylated EGFR was expressed 
by TECs in all three CRC xenograft models and could be attenuated by 
erlotinib. Interestingly, bevacizumab increased the levels of 
phosphorylated EGFR in the tumor cells as well as in the TECs, 
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consistent with the activation of a hypoxia-induced survival signaling 
pathway. 
It has been reported that wt EGFR protein may provide resistance of 
NSCLC cells to gefitinib during hypoxia via hypoxia-inducd upregulation 
of TGF-alpha which is accompanied by activation of EGFR survival 
signaling (25 Minakata et al., 2012). This observation is of concern since 
most CRC cells express wt EGFR which might limit the activity of 
erlotinib under hypoxia. However, in the present study, erlotinib showed 
increased, rather than decreased, cytotoxic activity toward all three CRC 
cell lines under hypoxia and hypoxia/reoxygenation compared to 
normoxia, indicating that wt EGFR status is unlikely to limit the activity of 
erlotinib in CRC. Both TGF-alpha and amphiregulin form a self-
reinforcing feed-back loop with EGFR (38,39 Coffey et al., 1987; 
Panupinthu et al., 2013). In agreement, erlotinb exposure was 
accompanied by decreased secretion of TGF-alpha and amphiregulin 
under both normoxic and hypoxic conditions for all cell lines. 
The activity of erlotinib toward the KRAS mutant xenograft model is 
of particular interest considering that KRAS is mutationally activated in 
up to 43% of CRC patients (40 Cancer Genome Atlas Network, 2012) 
and is a recognized negative predictive factor for EGFR-directed 
antibodies (14,41 Normanno et al., 2009; Allegra et al., 2009). 
Intriguingly, all KRAS mutations do not seem of equal importance (42-44 
Span et al., 1996; Winder et al., 2009; Pentheroudakis et al., 2013) 
suggesting that the modified response to EGFR-directed antibodies may 
somehow be linked to the precise conformation of the mutated KRAS 
protein and the way this conformation affects downstream signaling. In 
lung cancer, the association between KRAS status and the response to 
EGFR-directed TKIs is weak compared to the impact of EGFR mutations 
whereas KRAS status is not predictive for the response to cetuximab (45 
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Roberts and Stinchcombe, 2013). In the current study, KRAS status was 
not predictive for the response to erlotinib in line with our previous results 
for afatinib, an irreversible inhibitor of the HER/ErbB2 family (13 
Poindessous et al., 2011). This is also in agreement with a small clinical 
study where erlotinib was administered to patients with mCRC in 
combination with chemotherapy (46 Ma et al., 2013) Together, these 
data suggest that the activity of EGFR-directed TKIs may not be limited 
by mutant KRAS as being the case for the EGFR-directed mAbs.  
Taken together, our results suggest that the combination of 
bevacizumab and erlotinib might be more active than bevacizumab alone 
in maintenance therapy, even for patients with mutant KRAS status, 
thereby providing a rational basis for the positive GERCOR phase III 
DREAM trial. 
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Table and Figure Legends 
 
Table 1. The growth inhibitory effect of erlotinib was determined by the 
MTT viability assay after 120 hrs continuous drug exposure under 
normoxia (N), hypoxia (H, 48 hrs hypoxia (1% O2) followed by 72 hrs 
normoxia or under hypoxia/reoxygenation (H + R, 24 hrs hypoxia, 
followed by 24 hrs normoxia, 24 hrs hypoxia and 48 hrs normoxia) and is 
expressed as IC50 values (drug concentration inhibiting cell growth by 
50% compared to untreated controls). All values are an average of at 
least three independent experiments each done in duplicate. 
 
 
Fig. 1. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination on 
tumor growth of CRC xenografts. Left, nude mice with SW48, HT-29 or 
SW620 CRC xenografts were dosed with vehicle (striped squares), 
bevacizumab at 1 mg/kg i.p. (SW48, SW620) or 5 mg/kg i.p. every 3 
days (HT-29) (black circles), erlotinib at 100 mg/kg p.o. once daily (white 
circles), or bevacizumab and erlotinib together (grey circles). The curves 
represent the average tumor growth of at least 7 animals per group. 
Right, box and whisker plots of tumor volumes in mice with SW48, HT-29 
or SW620 CRC xenografts after 4 weeks treatment with vehicle, 
bevacizumab, erlotinib, or their combination. Lines, medians; boxes, 25th 
to 75th percentile interquartile ranges; whiskers, the highest and lowest 
value for a given treatment. 
 
Fig. 2. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination on 
EGFR signaling and angiogenesis in CRC xenografts. Nude mice with 
SW48 (grey columns), HT-29 (hatched columns) or SW620 (black 
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columns) human CRC xenografts were dosed with vehicle, bevacizumab 
at 1 mg/kg i.p. (SW48 and SW620) or 5 mg/kg i.p. (HT-29) every 3 days 
(Beva), erlotinib at 100 mg/kg p.o. once daily (Erlo) or their combination 
(Beva + Erlo) for 4 weeks. The expression of pEGFR, total EGFR, 
pHER3/pErbB3 and CD31 was determined by immunohistochemistry 
followed by quantitative image analysis. The photos illustrate the typical 
staining patterns for tumors derived from animals treated with 
bevacizumab (B) or with bevacizumab + erlotinib (B+E). For the 
quantitative analysis of the signal intensity of pEGFR, total EGFR and 
pHER3, the data represent the average fluorescence intensity of treated 
tumors compared to the treatment intensity of control tumors and are the 
average of 6 fields/tumor for at least 3 different tumors. For the 
microvascular density, the data show the CD31-positive area, as % of 
total, and represent the average of at least 6 fields/tumor for at least 3 
different tumors. The statistical analysis of experimental data was 
performed using a Student's paired t-test comparing the treatment group 
with the vehicle control. Bars, SD; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
Fig. 3. Influence of bevacizumab, erlotinib and their combination on 
pEGFR expression in tumor-associated endothelial cells. Nude mice with 
SW48 (grey columns), HT-29 (hatched columns) or SW620 (black 
columns) human CRC xenografts were dosed with vehicle, bevacizumab 
at 1 mg/kg i.p. (SW48 and SW620) or 5 mg/kg i.p. (HT-29) every 3 days 
(Beva), erlotinib at 100 mg/kg p.o. once daily (Erlo) or their combination 
(Beva + Erlo) for 4 weeks. To identify phosphorylated EGFR on the 
tumor-associated endothelial cells, double labeling was carried out for 
pEGFR and CD31 and the degree of colocalization was determined by 
semi-quantitative analysis as illustrated in the upper part of the figure. No 
colocalization was characterized by a uniform green color, some 
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colocalization was characterized by a mixture of yellow and green cells 
and strong colocalization was characterized by predominance of yellow 
cells. Only blood vessels where the entire rim could be assessed were 
included in the analysis with at least 12 blood vessels per group. Bars, 
SD; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
 
Fig 4. Expression of EGFR ligands in CRC cells. Secretion of TGF-alpha 
(A) or amphiregulin (D) in SW48, HT-29 and SW620 xenografts after 24 
hrs exposure to normoxia (light grey columns) or hypoxia (1% O2, dark 
grey columns). Secretion of TGF-alpha (B) or amphiregulin (E) in SW48, 
HT-29 and SW620 xenografts after 24 hrs exposure to normoxia in the 
absence (light grey columns) or presence of 10 µM erlotinib (hatched 
light grey columns). Secretion of TGF-alpha (C) or amphiregulin (F) in 
SW48, HT-29 and SW620 xenografts after 24 hrs exposure to hypoxia 
(1% O2) in the absence (dark grey columns) or presence of 10 µM 
erlotinib (hatched dark grey columns).  
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 DISCUSSION 
Les bases de la chimiothérapie ont vu le jour en 1947 [230]. Depuis, de 
nombreux protocoles ont été mis en place dans le but d’améliorer la survie et la 
qualité de vie du patient atteint de CRC avec les protocoles FOLFOX (1997) [231] et 
FOLFIRI (1999) [232]. L’arrivée de chimiothérapies ciblées comme les anticorps 
monoclonaux tel que le bevacizumab a augmenté la survie de patients dans le 
cancer du côlon métastatique [175]. Cependant, une sous population de patients ne 
bénéficient pas du traitement au bevacizumab d’un point de vue thérapeutique pour 
des raisons encore mal comprises. Nous avons donc cherché à déterminer si cette 
résistance au bevacizumab était intrinsèque ou si elle reflétait une résistance aux 
thérapies anti-angiogénique.  
Afin de répondre à cette question, l’activité de cet anti-VEGF a été comparée 
à celle du nintedanib, une petite molécule ciblée inhibitrice d’angiokinases, en phase 
III de développement, dans des modèles résistants ou sensibles au bevacizumab. 
Une exposition prolongée au nintedanib (28 jours) a montré une activité anti 
proliférative dans deux modèles de xénogreffes de CRC sans effet secondaire 
notable. Ces résultats suggèrent que la résistance au bevacizumab ne veut pas dire 
résistance à tous traitements anti-angiogéniques. 
 Afin de comprendre les mécanismes de cette résistance, différentes analyses 
ont été réalisées notamment sur la signalisation VEGF. Nous avons mis en évidence 
que la vascularisation des tumeurs résistantes au bevacizumab était beaucoup plus 
prononcée que celle des tumeurs sensibles lors de l’administration du bevacizumab. 
En comparaison, aucune différence significative n’a été observée avec un traitement 
au nintedanib. 
L’inhibition de la croissance tumorale peut avoir trois causes principales: 
L’arrêt du cycle cellulaire, la mort cellulaire ou les deux. Une étude de la synthèse 
d’ADN a montré la présence d’apoptose et de nécrose dans nos deux modèles 
tumoraux, indépendamment du traitement utilisé. Cependant, le taux d’apoptose 
dans la lignée résistante traitée avec le nintedanib était plus élevé que la lignée 
sensible ce qui suggère une atténuation des réponses de survie face au stress 
environnemental. 
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Il a été montré que le VEGF et ses récepteurs avaient une grande influence 
dans la survie cellulaire en condition de stress. Des analyses immunohistochimiques 
sur les acteurs de cette voie de signalisation, les protéines HIF, le VEGF, les 
récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, ont montrées de fortes différences d’expression 
entre nos deux modèles. Le traitement par le nintedanib a montré dans le modèle 
beva-sensible une réduction globale de la voie de signalisation HIF-VEGF-VEGFR 
(Figure 41) contrairement au modèle beva-resistant. 
 
Figure 39: Voie de signalisation HIF/VEGF/VEGFR 
 Les données obtenues mettent en évidence une forte activation de la 
signalisation autocrine VEGF lors d’un traitement au bevacizumab comparé au 
traitement par le nintedanib, ce qui constitue une différence signalétique entre ces 
deux composés. La protéine mTORC1 est à la croisée de nombreuses voies de 
signalisation en aval de l’activation de récepteurs tyrosines kinases (VEGFR, 
EGFR…) et sert de biomarqueur afin de rendre compte de l’activité anti-tumorale 
d’un composé inhibant les voies de signalisation BRAF et PI3K [233, 234]. Afin de 
mesurer l’activité kinase de mTORC1, nous nous sommes intéressés au niveau de 
phosphorylation de la protéine ribosomale S6. Le traitement au bevacizumab et au 
nintedanib est accompagné d’une diminution de l’activité mTOR dans les modèles 
beva-sensible. Cependant, chez les beva-résistants, une forte activation de mTOR 
se produit après traitement au bevacizumab alors qu’une diminution est observée 
avec le nintedanib. Dans les modèles résistants, l’activation mTOR est cohérente 
avec les niveaux élevés de phosphorylation des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. 
Le traitement au nintedanib, induisant une baisse d’activité de mTOR, n’est 
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probablement pas en lien avec la voie de signalisation VEGF mais plus en rapport 
avec l’inhibition de nombreuses kinases comme le FGFR (ou le PDGFR) [178]. Une 
corrélation est clairement observée entre la diminution de pS6 et l’effet anti-tumoral. 
Cependant, les différences de niveaux d’activité pS6 ne sont pourtant pas indicatifs 
d’une réponse anti tumorale ce qui suggère que ce biomarqueur ne peut pas être 
utilisé pour étudier la réponse clinique à l’inhibition de l’angiogenèse. 
Une des questions principales est de savoir si nos deux modèles sont 
capables d’activer ou non la voie de signalisation HIF en réponse à l’hypoxie. Nos 
essais sur HIF-1alpha et HIF-2alpha ont montré une expression de ces deux 
protéines en normoxie et en hypoxie (HIF-1alpha étant en proportion majoritaire en 
condition hypoxique à court terme). Ces résultats sont cohérents avec les résultats 
déjà obtenus par Koh en 2012, démontrant le rôle d’HIF-1alpha conduisant la 
réponse initiale à l’hypoxie tandis qu’HIF-2alpha est présente dans la réponse 
chronique [235]. Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression de cibles en 
aval de HIF-1alpha. Ainsi, nous avons clairement observé une expression de VEGF 
en condition hypoxique pour les deux modèles. Les différences d’expression (trois 
fois plus exprimées dans le modèle résistant) sont comparables au niveau 
d’expression dans les tumeurs xénogreffées. Cette différence in vivo dans les 
niveaux basaux de VEGF semble refléter une plus grande activité intrinsèque de la 
voie de signalisation HIF-VEGF. 
Une courte exposition au nintedanib et au bevacizumab entraîne une forte 
régulation de la protéine HIF-1alpha dans les deux modèles, cela est dû à un rétro 
contrôle positif du VEGF sur son récepteur, suggérant un effet direct des composés 
sur les cellules tumorales. L’activité du nintedanib est cohérente avec les résultats 
précédents montrant une modulation du cycle cellulaire et de la viabilité cellulaire 
chez de nombreuses lignées de CRC [144]. L’influence du bevacizumab est plus 
inattendue considérant le fait que cet anticorps dirigé contre le VEGF n’est pas à 
même de pénétrer dans la cellule. Cependant, deux articles récents ont reporté 
qu’une exposition in vitro chronique des cellules de CRC au bevacizumab était 
accompagnée d’un changement de leur phénotype migratoire et invasif [236, 237] ce 
qui suggère également un effet direct du bevacizumab sur les cellules tumorales. 
L’activation de HIF-1alpha par les composés anti-cancéreux a été 
accompagnée d’une régulation transcriptionnelle positive dans le modèle beva-
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resistant. Sachant qu’HIF-1alpha est sujet à de nombreuses modifications post 
traductionnelles [238, 239], il est fort probable que les modèles beva-résistants 
permettent une meilleure activation d’HIF-1alpha. 
Le modèle résistant est moins sensible à l’apoptose induite par l’hypoxie que 
son homologue sensible, en accord avec les résultats de Selvakumaran [168]. Si la 
survie des beva-résistants à l’hypoxie dépend de l’efficacité de l’activité des 
récepeteurs tyrosine kinase (incluant la signalisation autocrine VEGF), nous 
pourrions nous attendre à ce que le nintedanib soit plus toxique en hypoxie qu’en 
normoxie. Les résultats nous montrent une activité trois fois supérieur du nintedanib 
en hypoxie dans le modèle résistant contre une très faible différence dans le modèle 
sensible. Cette augmentation d’activité du nintedanib en hypoxie est différente de ce 
qui a été reporté pour le gefitinib, un autre inhibiteur tyrosine kinase (EGFR), qui a 
montré une cytotoxicité moindre sous hypoxie [240]. 
Chez le patient atteint de CRC, de nombreux éléments montrent une 
association entre les niveaux plasmatiques et intra-tumoraux de VEGF avec la 
progression tumorale et un mauvais pronostic [241, 242]. Ce fait est contrasté par les 
niveaux de VEGF avant traitement qui ne montrent aucune corrélation avec la 
réponse à un inhibiteur de l’angiogenèse tel que l’inhibiteur pan-VEGFR cediranib 
[242]. Cependant, l’expression d’autres cibles de la protéine HIF-1alpha comme la 
lactate déshydrogénase (LDH) [243, 244] et l’anhydrase carbonique IX [245] semble 
indiquer une sous population de patients ayant de mauvais pronostic qui pourrait 
bénéficier d’un traitement avec des anti-angiogéniques. Nous suggérons donc que la 
forte expression de protéines régulées par HIFs est associée avec une forte 
signalisation autocrine HIF-VEGF-VEGFR. Cette surexpression devrait permettre 
d’identifier les sous groupes de patients pouvant bénéficier d’un traitement avec le 
nintedanib. 
Nos résultats appuient le rôle de la signalisation autocrine VEGF dans la 
survie cellulaire due à l’hypoxie et à l’inhibition de l’angiogenèse. Le nintedanib est 
actif dans les deux modèles proposés indépendamment de leur résistance ou 
sensibilité au bevacizumab ce qui supporte l’utilisation du nintedanib chez les 
patients ne répondant pas au bevacizumab dans un essai clinique.  
Récemment, deux études cliniques utilisant le nintedanib ont été publiées. La 
première étude de phase II, nommée INPULSIS-1 et INPULSIS-2, a évalué 
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l’efficacité et la toxicité de l’administration de 150mg de nintedanib deux fois par jour 
comparé à un placebo chez des patients atteints de fibrose idiopathique pulmonaire 
avec succès [246]. L’autre étude de phase III nommée LUME lung a comparé dans 
le cancer du poumon non à petites cellules (NSCLC) l’activité et la toxicité d’une 
combinaison docetaxel (un alacaloïde approuvé pour le NSCLC) plus nintedanib 
contre docetaxel plus placebo en traitement de seconde ligne. Il a été montré que la 
combinaison docetaxel et nintedanib était une option thérapeutique efficace pour les 
patients avec un NSCLC avancé traité en première ligne par une chimiothérapie à 
base de platine, spécialement pour les patients présentant un adénocarcinome. La 
PFS (survie sans progression) médiane étant de 3,4 mois vs 2,8 mois (Hasard 
Ratio : 0,79) et l’OS (survie globale) de 10,9 vs 7,9 (Hasard Ratio : 0,75) [247]. 
Une étude clinique a comparé la combinaison du bevacizumab ou du 
nintedanib avec le protocole FOLFOX en 2011. La médiane de survie sans 
progression fut de 10,6 mois pour les deux types de traitement. Bien que le 
bevacizumab et le nintedanib semble avoir les mêmes efficacités et la même 
tolérance, il apparaît que la petite molécule ciblée diminue uniquement la fréquence 
d’apparition d’effets secondaires sévères. L’anticorps monoclonal apparaît supérieur 
au nintedanib pour le patient, pour le moment, selon l’Institut Gustave Roussy [248]. 
Nos résultats indiquent par exemple que le nintedanib ne devrait pas être administré 
avec des chimiothérapies du fait de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 provoqué, 
une phase durant laquelle les cellules sont les moins sensibles au 5-FU, oxaliplatine 
ou irinotécan. D’autres études cliniques, avec des profils d’administration différents, 
notamment sur les conditions d’administration du nintedanib sont à envisager afin 
d’obtenir une amélioration de la qualité de vie et de survie du patient dans le cancer 
du côlon métastatique. 
Bien que nous ayons démontré le rationnel quant à l’utilisation du nintedanib 
chez les patients atteints de CRC, notamment pour les patients ne répondant pas au 
bevacizumab, ce composé est encore en cours de développement. D’autres petites 
molécules ciblées ont été testées dans des essais cliniques comme CAIRO2 et 
PACCE qui ont testé la combinaison de deux anticorps monoclonaux (anti-VEGF et 
anti-EGFR). Comme vu précédemment, nous savons que ces essais cliniques n’ont 
montré aucun bénéfice pour le patient et a mis en évidence la mutation KRAS 
comme déterminante pour le traitement avec un anti-EGFR. Cependant, au vu des 
résultats obtenus en comparant le nintedanib et le bevacizumab et les résultats 
 126 
précliniques montrant le bénéfice d’une combinaison de TKIs [144], il a été envisagé 
de combiner un anti-VEGF, le bevacizumab et l’erlotinib, une petite molécule ciblant 
l’EGFR.  
Notre étude a montré que la combinaison de ces deux agents anti-cancéreux, 
l’erlotinib (anti EGFR) et le bevacizumab (anti VEGF), dans des modèles de souris 
xénogreffées avec des cellules de CRC était plus active que l’utilisation du 
bevacizumab seul, indépendamment de la sensibilité au bevacizumab et du statut 
KRAS. J’ai montré par l’analyse de biomarqueurs que le bevacizumab activait la 
protéine EGFR dans les cellules tumorales, tout comme dans les cellules 
endothéliales associées à la tumeur (TECs), en revanche, l’activation du récepteur 
est inhibée en présence d’erlotinib. C’est la première fois que nous reportons une 
activation d’EGFR à la suite d’une exposition au bevacizumab. Cependant, nos 
résultats restent cohérents avec le rôle d’EGFR dans la signalisation de survie 
activée par différents types de stress cellulaire dont l’hypoxie. L’activation d’EGFR 
par le stress peut se produire via différentes voies de signalisation : 
- la régulation positive des ligands EGFR comme l’amphireguline [249, 250] 
et de TGF-alpha [240] qui stimulent l’autophosphorylation d’EGFR, 
- La régulation positive de Src qui augmente la transphosphorylation 
d’EGFR [251], 
- La modification de la structure membranaire due à l’hypoxie qui augmente 
la concentration locale d’EGFR [252, 253], 
- La diminution de l’endocytose [254] qui contribue à la prolongation de la 
signalisation du récepteur, 
- La régulation traductionnelle positive d’EGFR [213], 
Parmi ces possibilités, l’analyse de biomarqueurs ne permet pas de valider 
l’hypothèse de régulation positive d’EGFR dans les tumeurs xénogreffées traitées au 
bevacizumab alors que les données in vitro suggèrent que le TGF-alpha et 
l’amphireguline sont régulés positivement en état d’hypoxie dans les lignées KRAS 
wt. 
 L’exposition à l’erlotinib a été accompagnée par la diminution de la densité 
microvasculaire tumorale, en concordance avec les résultats observés après 
traitement au cetuximab [201, 255, 256]. Les récepteurs à l’EGF actifs sont exprimés 
sur la surface des TECs (échantillons d’origine chirurgicaux) et des tumeurs 
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xénogreffées [209, 257, 258] et sont considérés comme une cible directe des 
thérapies anti-EGFR [256, 257, 259]. La phosphorylation active d’EGFR se produit 
aussi sur les TECs dans les trois modèles de xénogreffes de CRC étudiés et a été 
atténuée après traitement à l’erlotinib. De manière intéressante, le bevacizumab 
augmente les niveaux d’EGFR phosphorylé dans les cellules tumorales (comme 
dans les TECs), en concordance avec l’activation des voies de survie induites par 
l’hypoxie. 
 Il a été reporté que les protéines EGFR wt peuvent entraîner une résistance 
au gefitinib dans le NSCLC. En état d’hypoxie, la régulation positive de TGF alpha 
est accompagnée de l’activation de la voie de signalisation de survie EGFR [240]. 
Cette information est à corréler avec le fait que, dans le CRC, la protéine EGFR est 
sous forme native ce qui pourrait limiter l’activité de l’erlotinib en hypoxie. Cependant, 
dans notre étude, l’erlotinib a montré une augmentation et non une diminution de 
l’activité cytotoxique des trois lignées cellulaires de CRC sous hypoxie (et 
hypoxie/réoxygénation) comparé à la normoxie. Ces résultats indiquent que le statut 
sauvage de la protéine EGFR ne limite pas l’activité de l’erlotinib dans le CRC. Le 
TGF-alpha et l’amphireguline forme un rétrocontrôle positif avec l’EGFR [260, 261]. 
L’exposition à l’erlotinib a été accompagnée d’une diminution de la sécrétion de TGF-
alpha et d’amphireguline sous conditions normoxiques et hypoxiques dans toutes les 
lignées cellulaires. 
 L’activité de l’erlotinib envers les xénogreffes au statut KRAS muté est d’un 
intérêt particulier considérant le fait que KRAS est muté activement dans plus de 
43% des patients atteints de CRC [14], est reconnu comme un mauvais facteur 
pronostic et contre indiqué pour les thérapies à base d’anticorps dirigés contre 
l’EGFR [219, 262]. Etrangement, les mutations KRAS ne semblent pas d’égales 
importances, suggérant que la réponse aux anticorps anti-EGFR peut être liée à la 
conformation précise de la mutation de la protéine KRAS et la façon dont cette 
conformation affecte la signalisation en aval. Dans le cancer du poumon, 
l’association entre le statut KRAS et la réponse au TKI ciblant EGFR est faible 
comparé à l’impact des mutations EGFR tandis que le statut KRAS n’est pas prédictif 
de la réponse au cetuximab [263]. 
Dans les études précédentes, le statut KRAS n’était pas prédictif pour la 
réponse à l’erlotinib en concordance avec les précédents résultats pour l’afatinib. 
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C’est aussi en accord avec les résultats d’une étude clinique où l’erlotinib a été 
administré à des patients  atteints d’un cancer du côlon métastatique en combinaison 
avec une chimiothérapie [264]. Ces résultats suggèrent que l’activité des TKI dirigés 
contre les récepteurs à l’EGF n’est pas nécessairement limité par le statut KRAS 
muté comme ça l’est pour les anticorps anti-EGFR. 
 Mes résultats in vitro sur les modèles de cellules de cancer colorectales et 
mes analyses immunohistochimique sur tissu de xénogreffes suggèrent dans leur 
ensemble que la combinaison du bevacizumab et de l’erlotinib puisse être plus active 
que le bevacizumab seul en thérapie de maintenance, même pour les patients KRAS 
muté, ce qui fournit un rationnel pour l’étude clinique GERCOR DREAM de phase III. 
Depuis l’obtention de ces résultats, l’étude clinique DREAM a été achevée et 
les conclusions ont été sélectionné pour une présentation orale au congrès annuel 
European Society of Medical Oncology (ESMO), le plus grand rendez vous annuel 
de l’oncologie clinique en Europe avec environ 1800 participants. Cet essai a été 
réalisé pour des patients atteints de cancer colorectal métastatique non résécable 
sans progression après une thérapie FOLFOX/FOLFIRI + bevacizumab. Il a été 
comparé à un traitement de maintenance au bevacizumab seul ou accompagné 
d’erlotinib. La survie globale a été améliorée de trois mois (HR : 0,80). La 
combinaison d’erlotinib et de bevacizumab en thérapie de maintenance a augmenté 
significativement la PFS et l’OS de ces patients. La combinaison d’un anticorps 
monoclonal anti-VEGF et d’un inhibiteur tyrosine kinase anti-EGFR est donc active, y 
compris chez les patients KRAS mutés. 
 Bien que des nombreux patients décèdent encore du CRC, beaucoup 
d’avancés ont été faites dans le domaine thérapeutique comme on peut le voir avec 
la découverte notamment des thérapies ciblées. La coopération entre la recherche 
clinique et la recherche pré-clinique a montré dans l’étude DREAM l’étendue de ce 
qui peut être fait. En continuant à identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, 
comprendre les mécanismes cancéreux/anti-cancéreux, comprendre les 
mécanismes de résistance, il reste à espérer une amélioration nette de la survie et 
qualité de vie du patient. 
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 RESUME 
Le but des travaux est de caractériser l’influence de la signalisation VEGF, en 
particulier la signalisation autocrine VEGF, sur la biologie et la sensibilité/résistance 
aux médicaments de cellules de cancer colorectal. Nous avons premièrement 
souhaité caractériser l’impact de la signalisation autocrine VEGF dans des modèles 
de CRC avec une résistance naturelle au bevacizumab, un anticorps anti-VEGF. 
Bien que ce composé soit actif dans le CRC, une sous population de patients ne 
répondent pas au traitement. Nos résultats montrent une sur régulation de la voie 
autocrine HIF-VEGF-VEGFR en réponse à une exposition prolongée au 
bevacizumab dans les cellules bevacizumab résistantes. Si la résistance à cet 
anticorps est bien établie, d’autres inhibiteur de la voie VEGF restent actifs (comme 
la petite molécule ciblée nintedanib) et peuvent inhiber la voie mTOR. La 
signalisation VEGF autocrine joue un rôle dans la survie de cellules de CRC. Chez 
les sujets résistants au bevacizumab, il serait intéressant d’introduire le nintedanib 
seul ou en combinaison pour accentuer l’inhibition angiogénique. Une autre 
combinaison d’agents (anti VEGF(R) et anti EGFR) a montré une efficacité dans des 
modèles de CRC en préclinique. Plus récemment, la combinaison du bevacizumab 
et d’une petite molécule ciblant EGFR (erlotinib) a montré une plus grande efficacité 
que le bevacizumab seul dans des modèles de CRC indépendamment du statut 
Kras. Le bevacizumab induit une activation de la voie de survie EGFR dans les 
cellules tumorales et dans les cellules endothéliales associées à la tumeur. Cette 
activation se trouve diminuée avec l’introduction de l’erlotinib. Les résultats indiquent 
que la combinaison du bevacizumab et de l’erlotinib sont plus actif en thérapie de 
maintenance que le bevacizumab seul, même pour les patients mutés Kras. Ces 
résultats ont mené à l’étude clinique positive GERCOR phase III DREAM dans le 
cancer du côlon métastatique où la combinaison du bevacizumab et de l’erlotinib a 
augmenté la survie de trois mois comparé au traitement au bevacizumab seul. 
 
